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Titre : Étude des causes génétiques de la plasticité 
phénotypique par une approche de cartographie de QTL. 
Cas de la levure œnologique Saccharomyces cerevisiae 
Résumé :  
La levure S. cerevisiae est la seule espèce capable de terminer la fermentation alcoolique du jus de 
raisin qui est l’étape principale de la vinification. A cause de la forte variabilité technologique retrouvée 
chez cette espèce, des travaux de sélection sont réalisés dans le but d’utiliser des levains performants 
pour l’industrie. Ces souches montrent des différences importantes à la fois dans leurs cinétiques 
fermentaires et leur bilans en métabolites, ce qui impacte la qualité des vins. La réponse phénotypique 
des levures varie également de manière considérable et non homogène face aux variations 
environnementales. La compréhension des mécanismes génétiques expliquant cette réponse 
différenciée est une question scientifique non triviale. Elle revêt une importance particulière en 
œnologie, où les conditions de vinifications sont très changeantes (millésimes, cépages, terroirs, 
conduites de vinifications…). Afin de pouvoir proposer des levains garantissant le succès des 
fermentations dans un large éventail de conditions, nous proposons ici de mieux comprendre ces 
mécanismes d’interaction Gène x Environnement dans un contexte œnologique. L’identification de 
locus génétiques (Quantitative Trait Loci (QTL)) contrôlant des caractères quantitatifs est rendue 
possible par des approches de cartographie de QTLs. Celles-ci nécessitent l’étude d’une vaste 
descendance en ségrégation qui doit être caractérisée sur le plan génétique et phénotypique. 
L’établissement d’un lien statistique entre des marqueurs génétiques et un phénotype permet la 
localisation de QTLs influant les caractères étudiés. Au cours de cette thèse, une méthode de 
phénotypage pour suivre les fermentations de plusieurs centaines d’individus a été mise au point. 
Grâce à elle, les performances fermentaires de deux descendances génotypées par séquençage à haut 
débit ont été mesurées en faisant varier les conditions de fermentations. Cela a permis l’identification 
de nombreux QTLs et d’estimer leur impact sur la robustesse des souches. L’implication des allèles de 
trois gènes qui montrent une forte interaction avec l’environnement et qui possèdent des effets 
pléiotropiques liés au métabolisme du SO2 a été prouvée moléculairement. Les résultats obtenus font 
l’objet d’une discussion générale sur l’utilisation de QTLs pour la sélection de levures plus 
performantes. 
 
 
 
Title: Genetic basis of phenotypic plasticity by a QTL 
mapping approach. Case of the wine yeast Saccharomyces 
cerevisiae 
Abstract: 
The yeast S. cerevisiae is the only species able to complete the alcoholic fermentation of grape must 
which is the main step of the wine-making process. Because of the high technological variability found 
in this species, selection work is carried out with the aim of using efficient yeasts for the industry. These 
strains show important differences both in their fermentation kinetics and their metabolite yield which 
affects the wines quality. In addition to these important phenotypic variations, the phenotypic 
response of yeasts varies considerably and not homogeneously against environmental variations. 
Understanding the genetic mechanisms that explain these differentiated responses to environmental 
variations is a non-trivial scientific question. This is of particular importance in oenology, where the 
winemaking conditions are highly variable (vintages, grape variety, terroirs, oenological practices...). 
In order to obtain yeasts ensuring the success of the fermentations under a wide range of conditions, 
we propose here to better understand these mechanisms of interaction Gene x Environment in an 
oenological context. The identification of genetic locus (Quantitative Trait Loci (QTL)) controlling 
quantitative characters is made possible by QTL mapping approaches. These approaches require the 
study of a large progeny in segregation that must be characterized genetically and phenotypically. The 
establishment of a statistical link between genotype and phenotype allows the localization of QTLs 
that have an impact on phenotyped characters. During this thesis a phenotyping method that allows 
us to follow the fermentations of several hundred individuals has been developed. Thanks to it, two 
progenies genotyped by whole genome sequencing have been phenotyped in different environmental 
conditions. This lead to the identification of many QTLs and to the estimation of their impact in strain 
robustness. The implication of the alleles of 3 genes showing a strong interaction with environment 
and pleiotropic effects linked to the SO2 metabolism has been proved molecularly. The results achieved 
are discussed in the context of QTL exploitation for the selection of more efficient yeast. 
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1 Vue d’ensemble du projet 
Vue d’ensemble du projet 
Le travail présenté ici en vue de l’obtention du grade de docteur en biologie-santé de l’université de 
Bordeaux a été effectué pendant trois ans entre janvier 2015 et décembre 2017. Il s’est déroulé dans 
l’unité de recherche Œnologie de l’institut des Sciences de la Vigne et du Vin (ISVV), plus précisément 
au sein de l’équipe de microbiologie. L’étude de la variabilité technologique intra et interspécifiques 
des micro-organismes du vin fait partie des champs d’investigation de cette équipe. Parmi les 
différents axes de recherche développés, des approches de génétique quantitative, de génétique 
fonctionnelle et de génomique visent à mieux comprendre le déterminisme génétique des levures de 
vinification). 
Ce travail a été financé par la société Biolaffort dans le cadre d’une convention industrielle de 
formation par la recherche (CIFRE). Les objectifs de cette thèse s’inscrivent dans le projet de transfert 
de technologie SéSAM (Séquençage et Sélection Assistée par Marqueur) financé par la région 
Aquitaine. L’objectif général du projet SéSAM est de promouvoir l’utilisation de la sélection assistée 
par marqueurs (SAM) pour le développement de nouvelles levures œnologiques. La mise en place 
d’une telle stratégie nécessite en premier lieu de disposer de nombreux marqueurs génétiques 
contrôlant des caractères d’intérêt. 
Dans ce contexte, le premier objectif de ma thèse est l’identification et la validation de QTLs 
(Quantitative Trait Loci) liés aux propriétés technologiques des levures œnologiques. Dans ce travail, 
des caractères basiques ont été étudiés tels que le rendement sucre/éthanol de la fermentation, la 
cinétique fermentaire et le bilan des principaux métabolites de la levure que sont le SO2, l’acide 
acétique et l’acide malique. Le second objectif de ma thèse est d’étudier les causes génétiques qui 
expliquent pourquoi les levures œnologiques ne présentent pas toujours la même réponse 
phénotypique (ou plasticité phénotypique) aux conditions extérieures ; on parle alors de normes de 
réaction non parallèles. Ce type de variation est expliqué par des variations génétiques dont les effets 
varient en fonction de l’environnement. Pour la levure œnologique, l’évaluation du niveau 
d’interaction d’un QTL avec l’environnement est importante et permettra leur exploitation dans des 
programmes de sélection. En effet, un allèle avec un effet constitutif, quelle que soit la condition 
environnementale dans laquelle il s’exprime, est un bon candidat pour l’amélioration globale de la 
performance d’une souche. D’autre part, comprendre pourquoi certains allèles ne permettent pas 
l’expression désirée d’un caractère dans certaines conditions peut apporter un éclairage physiologique 
sur le défaut de certaines souches. 
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La présentation de ces travaux se fera selon un plan classique d’une thèse dite sur article. En plus d’un 
état des connaissances et d’une conclusion générale, ce mémoire présente trois articles rédigés en 
anglais dont un a été publié en 2017 et un second est en cours de révision. Un quatrième volet présente 
des résultats préliminaires qui devront être poursuivit pour aboutir à un article scientifique.  
L’approche que nous avons choisie pour répondre aux objectifs fixés est l’utilisation de deux 
descendances issues de deux croisements distincts (M2xF15 et SBxGN). Ces populations (en tout 270 
individus) ont été précédemment génotypées par séquençage, permettant une cartographie de QTLs 
optimale. Dans ce travail, la mesure de nouveaux phénotypes a été réalisée dans trois conditions 
environnementales simulant des conditions œnologiques différentes. Le dispositif expérimental 
permet ainsi d’identifier de nouveaux QTLs et d’estimer leur niveau d’interaction face aux variations 
environnementales testées. La cartographie réalisée sur deux descendances indépendantes a permis 
l’élargissement de la variabilité génétique considérée. Cette recherche double a fait émerger des 
questions supplémentaires sur l’impact du choix des souches parentales sur la détection de QTLs. 
Le plan expérimental choisi pour la cartographie de QTLs nécessite le phénotypage d’environ 270 
individus dans trois conditions environnementales avec deux répétitions, soit 1620 fermentations. 
Pour pouvoir effectuer un tel travail en moins d’un an, il était nécessaire de changer d’échelle dans les 
capacités de phénotypage dont nous disposions au laboratoire. Ainsi, la première étape de ma thèse 
a été le développement d’une méthode de fermentation standardisée, permettant le débit d’analyse 
souhaité. Les résultats associés à ce travail sont présentés dans le chapitre 1 : Mise en place d’une 
méthode de fermentation standardisée pour évaluer les caractères quantitatifs des souches de 
S. cerevisiae dans des conditions œnologiques. Dans ce premier chapitre, la problématique est remise 
dans son contexte et des éléments techniques liés au développement de la méthode sont détaillés. Au 
cours de ce développement, l’effet de différents paramètres environnementaux (sucre, azote, 
agitation, moût…) sur la réponse phénotypique des souches a été testé, permettant de sélectionner 
trois conditions pour la cartographie de QTLs. Le cœur de ce chapitre est constitué d’un article 
scientifique « Wine yeast phenomics: a standardized fermentation method for assessing quantitative 
traits of Saccharomyces cerevisiae strains in enological conditions » soumis à la revue PLOS ONE et en 
cours de révision. Cet article illustre l’utilité de la méthode développée en évaluant sa fiabilité et en 
analysant le comportement phénotypique de 35 souches œnologiques dans cinq moûts. Cette étude 
resitue le profil des souches parentales dans un contexte œnologique assez vaste (35 souches, 5 moûts 
différents). 
Le chapitre 2 constitue le cœur de cet ouvrage. Il est intitulé: Dissection des bases moléculaires qui 
contrôlent la plasticité phénotypique de Saccharomyces cerevisiae dans des jus de raisins naturels. 
 
3 
 
3 Vue d’ensemble du projet 
La méthode de fermentation mise en place a été utilisée afin de phénotyper les deux descendances et 
effectuer la cartographie de QTLs. Dans une partie introductive, le dispositif expérimental est détaillé 
et discuté en regard des principaux paramètres qui influencent la cartographie de QTLs. Au cours de 
ce chapitre onze caractères quantitatifs ont été étudiés, permettant la détection de 132 QTLs. Dans un 
article intitulé « Dissection of the molecular bases of genetics x environmental interactions: a study of 
phenotypic plasticity of Saccharomyces cerevisiae in natural grape juices » l’accent est mis sur les QTLs 
qui contrôlent la plasticité phénotypique et sur l’impact des fonds génétiques utilisés. Notre dispositif 
expérimental nous a également permis de réaliser une cartographie de QTLs à partir d’hybrides 
quasiment isogéniques (hoSBxGN et SBxGN) se distinguant par des phénomènes génétiques non 
mendéliens tels que la ploïdie, la nature du génome mitochondrial et quelques réarrangements 
chromosomiques. Les résultats obtenus montrent que ces facteurs façonnent un 
“microenvironnement” génétique qui influence fortement la détection de QTLs. L’étude de ces 
données constitue la troisième partie de ce chapitre. 
Le dernier volet présenté est la validation moléculaire de certains des QTLs identifiés. Certain de ces 
résultats sont présentés dans le chapitre 3 : Validation moléculaire de QTLs pléiotropiques liés au 
métabolisme du SO2. L’effet de trois variations alléliques a été validé et leurs répercussions 
pléiotropiques sur la physiologie des levures en relation avec le SO2 sont discutées. 
Au cours de ma thèse j’ai eu l’occasion de participer à deux projets annexes. Ils sont détaillés 
brièvement dans le chapitre 4 : Projets annexes. Le premier a donné lieu à un article intitulé « Genetic 
causes of phenotypic adaptation to the second fermentation of sparkling wines in Saccharomyces 
cerevisiae ». Il présente un travail de cartographie mettant en évidence les causes génétiques d’un 
phénomène d’hétérosis. L’autre projet s’intéresse aux interactions levures bactéries et sera 
brièvement présenté. 
L’ensemble de ce travail et de ses perspectives seront discutés dans une conclusion générale.  
 
4 
 
4 État des connaissances 
État des connaissances 
 
5 
 
5 État des connaissances 
1 La levure Saccharomyces cerevisiae 
 Généralités taxonomiques 
Les individus étudiés au cours de cette thèse appartiennent à l’espèce Saccharomyces cerevisiae, un 
eucaryote unicellulaire qui fait partie du règne des champignons. Il est assimilé à l’ensemble 
polyphylétique des levures qui englobe les champignons unicellulaires pouvant effectuer la 
fermentation de matières organiques animales ou végétales. L’espèce Saccharomyces cerevisiae 
appartient à l’embranchement des ascomycètes qui sont caractérisés par la formation de spores 
(Hibbett et al., 2007). Ce vaste embranchement contient la classe des Saccharomycetes (anciennement 
Hemiascomycetes) qui a fait l’objet de nombreuses études de génomique comparative (Dujon, 2006) 
(Fig 1). Le genre Saccharomyces est certainement le plus étudié de cette classe et a fait l’objet de 
nombreuses études génétiques (pour revue voir (Albertin and Marullo, 2012; Dujon, 2010; Hittinger, 
2013)). Constitué d’au moins sept espèces distinctes (Fig 2), il est caractérisé par la formation de 
nombreux hybrides interspécifiques présentant des caractéristiques phénotypiques particulières 
(Morales and Dujon, 2012). 
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Fig 1 Classification phylogénétique des champignons 
Figure d’après (Albertin and Marullo, 2012). Représentation schématique de la classification 
phylogénétique des champignons. Les ronds rouges indiquent des polyploïdies suspectées, les carrés 
bleus des lignés avec des individus qui ont des origines hybrides.  
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Fig 2 Relation entre les sept espèces naturelles de S. cerevisiae et leur hybrides 
industriels 
Figure d’après (Hittinger, 2013). 
 
L’espèce Saccharomyces cerevisiae possède de nombreuses niches écologiques. Dans la nature, elle 
est isolée sur les exsudats d’arbres, les fruits fermentés (Goddard and Greig, 2015) et les insectes 
(Stefanini et al., 2012). Cette espèce est également associée à un grand nombre de produits de 
fermentation dont la panification, la vinification et le brassage de la bière (Sicard and Legras, 2011). 
Pour la facilité de lecture de cet ouvrage, le terme de levure sera à partir de maintenant utilisé pour 
désigner l’espèce S. cerevisiae. Sa domestication est ancienne puisque la première preuve de 
production par l’homme d’une boisson fermentée remonte au septième millénaire avant Jésus-Christ 
(McGovern et al., 2004) et la première trace de son implication dans ce processus remonte au 
troisième millénaire avant Jésus-Christ (Cavalieri et al., 2003). Si l’utilisation de la levure à cette époque 
était inconsciente, la découverte de son implication dans le processus de la fermentation par Louis 
Pasteur a entrainé l’essor de son utilisation industrielle.  
 La levure un organisme à la fois modèle et outil. 
1.2.1 La levure et la production de boissons fermentées 
En effectuant la fermentation alcoolique (FA), la levure est capable de convertir du sucre en éthanol 
et CO2. La fermentation est un moyen efficace de préserver la qualité et la sécurité des boissons et 
aliments. Elle est notamment utilisée dans l’industrie pour la production de boissons fermentées telles 
que la bière, le vin et le saké (Sicard and Legras, 2011). Les procédés dans lesquels elle est impliquée 
sont variés et nécessitent des spécificités technologiques. Aujourd’hui, des souches de S. cerevisiae 
sont sélectionnées en fonction de leurs caractéristiques, sont produites en condition industrielle et 
sont utilisées pour inoculer des milieux à fermenter (Deak, 2009). 
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1.2.2 La levure comme modèle génétique et cellulaire  
Certainement grâce à son implication dans les activités agroalimentaires, S. cerevisiae a été l’un des 
organismes modèle le plus utilisé en génétique et en biologie cellulaire (Botstein, Chervitz, and Cherry 
1997; Botstein and Fink 2011). Bien que l’occurrence de ces citations dans les moteurs de recherche 
stagne depuis une dizaine d’année, la levure demeure un modèle d’étude de choix. Elle offre l’avantage 
d’être facilement cultivable en laboratoire avec un temps de génération court. Sa nature unicellulaire 
a été avantageusement utilisée pour l’étude des principaux mécanismes cellulaires qui sont conservés 
à travers les eucaryotes (cycle cellulaire, organisation du cytosquelette, transcription, autophagie, etc.) 
(Botstein and Fink, 2011). L’espèce S. cerevisiae a également contribué à l’essor de la génomique 
fonctionnelle. Premier génome eucaryote entièrement séquencé (Goffeau et al., 1996), la levure est 
devenue à partir des années 2000 une plateforme expérimentale de génétique très puissante. En 
premier lieu, la création de diverses collections de souches a permis d’élucider la fonction de nombreux 
mécanismes cellulaires. Citons ici la délétion systématique de chacun de ses gènes (Giaever et al., 
2002) ou leur fusion avec une green fluorescent protein (GFP) (Huh et al., 2003). L’étude de l’interaction 
des gènes par construction de synthétiques létaux (Tong et al., 2004) ou par la fixation systématique 
de chacun de ses gènes avec des épitopes pour précipiter les protéines qui interagissent physiquement 
(Krogan et al., 2006) a ouvert de nouvelles perspectives dans l’étude systématique de l’épistasie. 
La relative petite taille de son génome (12 Mpb) a favorisé son utilisation comme organisme modèle 
pour le développement de nouvelles méthodes à haut débit telles que la génomique, la 
transcriptomique, la protéomique ou la métabolomique (Botstein and Fink, 2011; Schoolnik, 2001; 
Ward and Fraser, 2005). Enfin, l’aptitude de cette espèce à se reproduire de façon sexué au laboratoire 
a favorisé le développement d’outils génétiques classiques (Botstein et al., 1997). La possibilité de 
générer des hybrides et d’obtenir une vaste descendance explique aussi pourquoi S. cerevisiae est 
parvenue à s’imposer comme un organisme modèle pour la génétique quantitative (Brem et al., 2002; 
Steinmetz et al., 2002; Yvert et al., 2003) (voir partie 3 de cet état des connaissances). 
1.2.3 La levure un outil biotechnologique 
Plus récemment, la levure a aussi été utilisée dans l’industrie du bioéthanol et dans la production de 
composés hétérologues come l’insuline, les vaccins de l’hépatite ou du papillomavirus (Graf et al., 
2009; Hou et al., 2012). Elle combine les avantages d’une manipulation génétique simple, d’une 
capacité de production élevée, d’une croissance rapide sur des sources de carbones relativement bon 
marché, d’être capable de sécréter les protéines et de les modifier selon le mode eucaryote (Hou et 
al., 2012; Idiris et al., 2010). Parmi les levures, S. cerevisiae est de loin la plus utilisée au monde pour 
la production de composés hétérologues (Steensels et al., 2014). Le génie génétique et la biologie 
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synthétique a permis l’amélioration des rendements de production avec la création de souches 
spécialisées (Jensen and Keasling, 2015). La synthèse totale d’un chromosome fonctionnel de levure a 
récemment été réalisée (Annaluru et al., 2014) et laisse entrevoir la possibilité future de synthétiser à 
façon un génome entier en combinant des centaines de gènes pour la création d’une plateforme de 
production de nouvelles drogues, produits chimiques ou biomatériaux (Jovicevic et al., 2014). 
 Cycle de vie 
S. cerevisiae a un cycle de vie haplodiplobiontique. Cela signifie qu’elle peut se développer sous forme 
diploïde et haploïde (Fig 3). En condition de croissance favorable, elle se multiplie de manière 
végétative (par mitose). En condition de croissance défavorable, les cellules diploïdes peuvent 
effectuer une méiose qui entraine la formation de 4 spores haploïdes regroupées sous forme d’une 
tétrade dans un asque. Ces spores peuvent survivre durant une longue période à des conditions 
défavorables et germer par la suite. 
S. cerevisiae possède deux signes sexuels qui sont dénommés MATα et MATa. Deux cellules haploïdes 
de signes sexuels opposés peuvent se croiser pour former une cellule diploïde qui sera par définition 
de signe MATa/MATα. Pour favoriser les croisements, la levure dispose d’un système de phéromones 
qui diffusent dans le milieu et sont détectés par les cellules de signe sexuel opposé (Reed, 1991). Les 
cellules se développent vers le gradient de phéromone émanant d'un partenaire potentiel. A chaque 
mitose, une cellule haploïde présente environ une chance sur deux de changer de signe sexuel. Ce 
mécanisme très fréquemment rencontré chez les champignons (Dyer and O’Gorman, 2012) est connu 
sous le nom de homothallisme. L’espèce S. cerevisiae est majoritairement homothallique : lorsqu’une 
souche haploïde se croise avec sa cellule fille (suite à un changement de signe sexuel) elle devient 
diploïde et totalement homozygote. Ce mécanisme, connu sous le terme de genome renewal, serait 
sur le plan de l’adaptation un moyen d’éliminer rapidement des mutations délétères en les exposant 
à la sélection naturelle (Mortimer et al., 1994). 
Le changement de signe sexuel est effectué par la protéine codée par le gène HO (Haber 2012; Butler 
et al. 2004). Lorsque le gène HO n’est pas fonctionnel (génotype ho), la souche qui porte cet allèle ne 
change pas de signe sexuel à chaque mitose. Elle est dite hétérothallique car elle ne peut plus se croiser 
avec sa cellule fille. C’est le cas de la plupart des souches de laboratoire (Meiron et al., 1995). Une 
construction génétique entrainant la disruption du locus HO permet donc de contrôler le signe sexuel 
de la levure en conservant des lignées haploïdes stables. Cette particularité a permis l’émergence 
d’une génétique « facile » entrainant la maîtrise les croisements au laboratoire. Il faut cependant 
garder à l’esprit que si des clones haploïdes peuvent être cultivés, ils ne correspondent pas à l’état 
physiologique « normal » des levures.  
 
10 
 
10 État des connaissances 
 
Fig 3 Cycle de vie de S. cerevisiae 
Figure adaptée de (Sun and Heitman, 2011). 
 
 Éléments de génétique des populations chez S. cerevisiae  
L’étude de la structure de la population de S. cerevisiae a permis de mieux comprendre son histoire 
évolutive, sa domestication et son écologie. Le séquençage du premier génome eucaryote pour la 
souche de référence S288c (Goffeau et al., 1996) a servi de point de départ pour étudier la variabilité 
génétique de cette espèce. Dans un premier temps, la variabilité génétique a été étudiée en comparant 
des portions restreintes du génome (Fay and Benavides 2005; Ezov et al. 2006; Legras et al. 2007; 
Goddard et al. 2010; Cromie et al. 2013), puis l’avènement des technologies de séquençage à haut 
débit a permis la comparaison de génomes entiers (Liti et al. 2009; Schacherer et al. 2009; Almeida et 
al. 2015; Strope et al. 2015; Borneman et al. 2016; Gallone et al. 2016; Coi et al. 2017; Wang et al. 
2012). La diversité génétique de cette espèce est désormais estimée à partir d’une centaine de souches 
isolées depuis un grand nombre de substrats : vin, saké, fève de cacao, olives de table, levain de 
boulangerie, levure de voile, isolats naturels et patients infectés et provenant de différentes zones 
géographiques. Prochainement, cette masse de donnée sera multipliée par 10 puisqu’un nombre 
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encore plus important de souches est actuellement à l’étude (http://1002genomes.u-
strasbg.fr/index.html). 
Les analyses phylogénétiques basées sur la divergence nucléotidique de cette espèce (π~5.10-3) ont 
permis l’identification de groupes génétiques distincts au sein de la population de S. cerevisiae. Ces 
groupes discriminent principalement les souches en fonction de leur origine géographique 
(Européenne, Amérique du Nord, Asiatique, Africaine de l’Ouest) (Fig 4). Une exception claire à cette 
répartition géographique concerne les souches de vin qui sont apparentées aux souches européennes 
bien qu’elles soient isolées dans des régions diverses de la planète (Cromie et al., 2013). Contrairement 
aux isolats naturels, les souches du vignoble sont génétiquement similaires. Cette structure suggère 
donc une origine ancestrale européenne liée à la vigne ou aux pratiques œnologiques. Elles auraient 
été par la suite dispersées à travers la planète en suivant la migration humaine (Fay and Benavides 
2005; Legras et al. 2007; Liti et al. 2009; Goddard et al. 2010). Cette hypothèse est partagée chez 
d’autres espèces de levures montrant des signes de domestication tels que tel que Torulaspora 
delbrueckii (Albertin et al., 2014). Cette structure est également marquée pour d’autres types de 
biotopes telles que les souches de bière (Gallone et al., 2016). A une échelle moins grande, et avec un 
nombre de souches plus restreint, d’autres groupes génétiques constitués de souches isolées sur des 
substrats associés aux activités humaines se distinguent des souches d’isolats naturels, c’est le cas des 
souches de saké, de vin de palme, de fermentation de fèves de cacao de café et d’olive de table (Ludlow 
et al. 2016; Cromie et al. 2013). La comparaison de la variabilité génétique entre les souches 
domestiquées (en particulier celle de vin et de bière) et les souches naturelles révèle que les lignées 
les plus anciennes présentant la plus grande variabilité génétique sont des souches isolées dans des 
biotopes naturels alors que les souches domestiquées abritent moins de diversité (Fay and Benavides, 
2005; Gallone et al., 2016). Ce constat est en accord avec l'hypothèse d'une origine naturelle de 
l'espèce S. cerevisiae suivie par une domestication humaine. Il a récemment été proposé une théorie 
légèrement différente présentant la levure comme un organisme « nomade » pouvant s’adapter à de 
nombreuses niches de façon rapide (Goddard and Greig, 2015).  
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Fig 4 Diversité génétique de S. cerevisiae 
A droite, Neighbor-joining tree de 262 souches de S. cerevisiae. A gauche, Structure de la population 
(Cromie et al., 2013). 
 
De manière intéressante, un lien certain a pu être tissé entre les principaux groupes génétiques de 
S. cerevisiae et leurs caractéristiques phénotypiques. En effet, le comportement phénotypique général 
des souches appartenant au même groupe génétique est similaire. Par exemple, des souches du 
groupe Afrique de l’Ouest se distinguent par une plus faible utilisation du galactose et une sensibilité 
accrue à la température (Warringer et al., 2011). Les souches du groupe Asia/Palm se distinguent par 
leur capacité à métaboliser le mélibiose. De leur côté, les souches du groupe Européen/Vin et les 
souches de saké ont une résistance accrue au cuivre grâce à des évènements indépendant 
d’amplification en tandem de CUP1, qui code une protéine qui fixe le cuivre (Fogel and Welch 1982; 
Warringer et al. 2011). Cette amplification exclusive à ces deux groupes génétiques illustre un cas 
d'évolution convergente due à la sélection dirigée par l'homme pour la production industrielle. 
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2 Présentation des principales étapes du processus de 
vinification et implication des levures œnologiques 
(S. cerevisiae) 
 Rappels élémentaires sur la vinification 
Le vin est défini par l’Organisation Internationale de la vigne et du Vin comme étant exclusivement la 
boisson résultant de la fermentation alcoolique complète ou partielle du raisin frais, foulé ou non, ou 
du moût de raisin. Son titre alcoométrique acquis ne peut être inférieur à 8,5 % vol 
(http://www.oiv.int/fr/). 
2.1.1 Le raisin du vin 
Le raisin utilisé en œnologie provient essentiellement de l’espèce Vitis vinifera, au sein de laquelle 
plusieurs cépages ou cultivars se distinguent par des caractéristiques biochimiques qui assurent la 
typicité du produit final (Ribéreau-Gayon et al. 2006a). Leur utilisation varie en fonction des habitudes 
culturelles, des contraintes climatiques et du type de vin souhaité. Les cépages les plus utilisés dans le 
monde pour la vinification sont le Cabernet-Sauvignon, le Merlot Noir, le Airen Blanc, le Tempranillo 
Noir et le Chardonnay Blanc (“Wine Economics Research Centre | Databases,” n.d.). Leur principale 
différence réside dans la couleur de la baie qui est liée à leur concentration en anthocyanes distinguant 
les cépages blancs et rouges. Cependant, de très nombreuses autres spécificités ampélologiques ou 
biochimiques caractérisent les cépages. Citons par exemple la date de maturité, la teneur en tannins 
ou la teneur en précurseurs variétaux qui confèrent aux vins leur typicité. Lorsqu’il parvient à maturité, 
le raisin est vendangé ce qui constitue la première étape du processus de la vinification (qui est 
schématisé dans la Fig 5). 
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Fig 5 Schéma des principales étapes de vinifications (vin rouge) 
 
2.1.2 Opérations pré-fermentaires 
Après avoir été égrappée afin de ne recueillir que les baies, la vendange va subir une étape de foulage 
et/ou de pressurage afin de faire éclater les grains et de recueillir le jus. Pour la production de vin 
blanc, le pressurage est effectué avant la fermentation. C’est le contact prolongé du moût avec les 
pellicules du raisin qui participe à sa coloration et distingue ces deux types de vins. A cette étape, de 
nombreux traitements pré-fermentaires peuvent être appliqués en fonction des itinéraires de 
vinification (mise sous atmosphère inerte, stabulation à froid, macération carbonique, etc.) (Ribéreau-
Gayon et al. 2006a). De manière assez générale, le moût est sulfité avec l’ajout de dioxyde de soufre 
(SO2) dont la valeur légale limite haute est de 260 mg. L-1 selon les types de vins produits. En pratique, 
ce composé est introduit à des doses bien plus faibles à cause de sa forte toxicité. Cependant son 
utilisation est très souvent requise car elle permet d’éviter l’oxydation du moût et limite la croissance 
d’une partie des microorganismes indigènes (Divol et al., 2012; Henick-Kling et al., 1998).  
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2.1.3 La fermentation alcoolique 
L’étape suivante est la fermentation alcoolique. C’est une étape essentielle de la vinification au cours 
de laquelle le moût est transformé en vin sous l’action des levures. La population de microorganismes 
présents sur la baie de raisin est complexe et changeante au moment de sa récolte (Barata et al., 2012; 
Martins et al., 2014; Mortimer and Polsinelli, 1999). Elle est composée de nombreuses espèces de 
levures et de bactéries et parfois d’une quantité importante de champignons filamenteux lorsque la 
grappe est touchée par la pourriture. Parmi ces micro-organismes, S. cerevisiae est parfois présente, 
cependant sa population est largement minoritaire (R. Mortimer and Polsinelli 1999). A la suite du 
foulage ou du pressurage, l’augmentation de la pression osmotique va considérablement favoriser 
cette levure qui, contrairement à de nombreuses autres espèces, peut se développer rapidement dans 
des concentrations en sucres supérieures à 200 g.L-1. La levure S. cerevisiae est de loin l’espèce la plus 
performante pour l’accomplissement de cette étape (Beltran et al., 2002; Heard and Fleet, 1988; 
Ribéreau-Gayon et al., 2006a; Torija et al., 2001). 
La fermentation alcoolique consiste en la transformation du sucre (glucose et fructose) en éthanol et 
dioxyde de carbone (CO2). Une représentation schématique de la réaction est présentée dans la Fig 6. 
La levure métabolise le glucose et le fructose à travers la glycolyse pour former du pyruvate. Cette 
réaction commune à de très nombreux organismes conduit à la formation de deux molécules d’ATP et 
fourni la principale source d’énergie dans ces conditions (Faria-Oliveira et al., 2013). En effet, 
Saccharomyces cerevisiae étant une levure dite Cabtree positive (Pronk et al., 1996), elle ne peut 
respirer en présence d’importantes quantités de sucre. Afin de régénérer les cofacteurs nécessaires à 
la poursuite de la réaction, le pyruvate produit lors de la glycolyse doit alors être décarboxylé par 
l’intermédiaire de la pyruvate décarboxylase pour former de l’acétaldéhyde qui est ensuite réduit en 
éthanol par l’alcool déshydrogénase. L’éthanol et le CO2 sont relâchés dans le milieu de fermentation. 
A cause de la présence quasi systématique de levures sur la vendange, la fermentation alcoolique d’un 
moût démarre sans inoculation volontaire, elle est alors dite spontanée. Les fermentations spontanées 
sont souvent le fait de plusieurs espèces et de souches de levures différentes. Cette action conjointe 
peut apporter une certaine complexité organoleptique (Albertin et al., 2017) mais peut parfois 
conduire à des déviances organoleptiques et à des fermentations languissantes (Ribéreau-Gayon et al. 
2006a). Afin de mieux contrôler les fermentations, les cuves de vinification sont majoritairement 
inoculées avec des levains industriels. Au cours de la fermentation alcoolique, le métabolisme de la 
levure va profondément modifier la composition chimique du jus de raisin pour aboutir à celle du vin. 
L’impact des métabolites secondaires et des transformations biochimiques des levures sur la 
composante aromatique des vins a été largement décrite dans la littérature (Rainieri and Pretorius 
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2000; Philippe Marullo and Dubourdieu 2010; Ribéreau-Gayon et al. 2006a). Celui-ci sera rapidement 
évoqué dans les paragraphes suivants. 
 
 
Fig 6 Schéma des étapes enzymatiques de la fermentation alcoolique  
Figure d’après (Faria-Oliveira et al., 2013) 
 
2.1.4 Pilotage de la fermentation alcoolique 
Le contrôle de la fermentation est un enjeu majeur en œnologie. La fermentation doit être rapide et 
complète en ne laissant aucun sucre résiduel (sauf pour le cas des vins moelleux). Ces caractéristiques 
optimales limitent le développement d’autres micro-organismes dont les répercussions sur la qualité 
du vin peuvent être défavorables. Les types de problèmes rencontrés sont (1) des fermentations lentes 
tout au long de la fermentation, (2) des fermentations avec une chute brutale de la vitesse de 
fermentation vers la fin de fermentation (fermentations languissantes) et (3) des fermentations 
bloquées qui laissent du sucre résiduel (Blateyron and Sablayrolles 2001). Le vinificateur dispose de 
trois principaux leviers permettant de contrôler le succès de cette étape cruciale. (i) Le contrôle de la 
température, (ii) le contrôle de la nutrition des levures et de la turbidité du moût et (iii) l’apport 
d’oxygène. En plus d’impacter directement le bon déroulement de la fermentation, ces actions ont un 
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effet conséquent sur les qualités organoleptiques du produit fini (Rollero et al., 2014; du Toit et al., 
2006).  
Le contrôle de la température est certainement le paramètre le plus simple. En œnologie la plage de 
température varie habituellement entre 13 °C et 30 °C. Les vins blancs sont généralement fermentés 
à des température inférieures à 22 °C pour préserver leur potentiel aromatique (Masneuf-Pomarède 
et al., 2006; Molina et al., 2007; Torija et al., 2003). En revanche, les raisin rouges sont fermentés à des 
températures supérieures afin de favoriser l’extraction des composés phénoliques (Marullo et al., 
2009; Ribéreau-Gayon et al., 2006b). Il existe un lien direct et prédictible entre la vitesse de 
fermentation et la température (Bely et al., 1990; Colombié et al., 2005). Cependant, lorsque celle-ci 
est trop importante le risque d’arrêt de fermentation est augmenté. Ce risque dépend fortement de 
la souche de levure utilisée (Marullo et al., 2009).  
L’étude des facteurs nutritifs des levures en condition œnologique est complexe à résumer (Ribéreau-
Gayon et al., 2006b). Nous ne citerons ici que les facteurs que le vinificateur est autorisé à contrôler. 
C’est la concentration en azote assimilable qui est le facteur le plus important. En deçà d’un certain 
seuil (environ 140 mgN.L-1), les moûts sont considérés comme carencés en azote et des arrêts 
prématurés de fermentation risquent de survenir (Bely et al., 1990; Blateyron and Sablayrolles, 2001; 
Gutiérrez et al., 2012; Julien et al., 2000). Un apport d’azote permet de palier à ces carences. Il peut 
être réalisé en un ou deux ajouts selon le type de vinification et la teneur en sucre du moût (Bely et al., 
2003). Ce complément azoté est généralement administré sous forme d’azote ammoniacal, cependant 
des dérivés de levures agissant comme adjuvants nutritionnels sont également autorisés et 
permettent d’apporter une dose modérée d’azote dit organique (acides aminés). Comme pour la 
température, l’impact du fonds génétique sur les besoins azotés est très important. Bien que 
phototrophes pour la plupart des vitamines et acide aminés, les levures peuvent être affectées par des 
limitations en biotine ou en thiamine (Bisson, 1999; Bohlscheid et al., 2007; Ribéreau-Gayon et al., 
2006b). La législation autorise un apport en thiamine pour palier à ces carences. 
Le dernier volet du contrôle de la cinétique fermentaire par l’œnologue concerne la micro-
oxygénation. La présence d’oxygène moléculaire dans le moût joue un rôle important durant la 
fermentation alcoolique. En condition anaérobie la synthèse lipidique des levures est affectée 
(Fornairon-Bonnefond et al., 2003; Salmon et al., 1998; Schweizer, 1984). Leur synthèse est essentielle 
pour la croissance cellulaire et le maintien de l’intégrité membranaire (Deytieux et al., 2005; Fornairon-
Bonnefond et al., 2002). Par conséquence l’absence d’oxygène ou de lipides exogènes a des effets 
néfastes sur la viabilité et l’activité fermentaire de la levure en empêchant le déroulement optimal de 
la fermentation qui peut être bloquée ou languissante (Bisson, 1999; Blateyron and Sablayrolles, 2001). 
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La disponibilité en oxygène et en lipides affecte aussi la formation de composés volatils importants 
pour l’arôme des vins (Malcorps et al., 1991; Rollero et al., 2014; Valero et al., 2002; Varela et al., 
2012). Pour éviter des carences en lipides le vinificateur peut ajouter des préparations de levures 
inactivées ou des dérivés de levures pendant la réhydratation des levures qui seront utilisées pour 
l’inoculation. Ces préparations contiennent des lipides qui peuvent être utilisés par la levure 
(Soubeyrand et al., 2005). Le vinificateur peut également contrôler le niveau de turbidité des moûts à 
partir de bourbes, ce qui a un impact indirect sur la nutrition lipidique des levures. Il a été montré que 
des apports d’oxygène à la fin de la phase de croissance sont très efficaces pour éviter les arrêts de 
fermentation (Blateyron and Sablayrolles, 2001). Lors de la fermentation la partie solide du moût (le 
marc) flotte naturellement à la surface et forme un chapeau de marc. Dans ce contexte un apport 
d’oxygène peut être fourni par des stratégies de remontage ou de délestage. Le délestage consiste à 
vider la cuve de sa phase liquide pendant la fermentation et de la remplir à nouveau en arrosant la 
surface du marc qui est tombé au fond de la cuve. Le remontage consiste à pomper la partie liquide de 
la cuve et de l’arroser simultanément (Fig 7). Il faut noter que ces opérations sont loin d’avoir pour 
seul objectif d’apporter de l’oxygène au moût et permettent notamment d’augmenter l’extraction vers 
la phase liquide des composés d’intérêt qui se situent dans le chapeau de marc. 
  
Fig 7 Représentation schématique du délestage et du remontage 
Panel A. Délestage. La phase liquide est soutirée dans une autre cuve avant d’y être mise à nouveau 
en arrosant le chapeau de marc. Panel B. La phase liquide est pompée et directement utilisée pour 
arroser le chapeau de marc (Figure d’après Le blog du Clos Romain).  
 
2.1.5 L’écoulage et l’élevage 
L’étape qui suit la fermentation consiste en la séparation des parties liquides et solides du produit de 
fermentation. Pour la vinification du vin rouge, la partie du vin qui s’écoule directement de la cuve 
constitue le vin de goutte ; tandis qu’un pressurage permet d’extraire du vin depuis le marc (vin de 
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presse). Dans la très grande majorité des vins rouges et certains vins blancs une seconde fermentation 
réalisée par la bactérie Oenococcus oeni peut avoir lieu. Il s’agit de la fermentation malolactique qui 
diminue l’acidité des vins et leur confère plus de souplesse (Ribéreau-Gayon et al. 2006a). Dans 
certains cas, une étape dite d’élevage au cours de laquelle le vin mis en barrique subit des 
modifications sous l’action du bois et de l’oxygène est effectuée. Dans certaines régions telle que 
Bordeaux, les vins de l’année peuvent être assemblés. Cela consiste à mélanger les vins provenant de 
cuves et/ou de cépages différents afin de créer un produit fini ayant des caractéristiques 
organoleptiques plus complexes. 
 Variabilité technologique des souches œnologiques 
(S. cerevisiae)  
Comparées à des souches isolées d’autres biotopes, les souches de vin sont bien adaptées à la 
fermentation alcoolique de jus de raisin. Elles sont en effet capables de fermenter des quantités 
importantes de sucre et produisent de faibles valeurs d’acidité volatile (Albertin et al., 2011; Camarasa 
et al., 2011). Leur performance fermentaire démontre le rôle joué par la sélection naturelle dans cet 
environnement sélectif. Cependant au sein des souches œnologiques il existe une variabilité 
technologique très importante qui contraste avec l’image de groupe homogène donné par les analyses 
phylogénétiques (voir section précédente).  
2.2.1 L’activité fermentaire 
En ce qui concerne les aptitudes fermentaires des souches de levures, les phénotypes étudiés se 
déclinent en plusieurs catégories qui peuvent ou non avoir les mêmes causes physiologiques. Les 
souches de vin se distinguent principalement par leur taux de fermentation maximal (Bely et al., 1990; 
Jiménez and Benítez, 1986; Marullo et al., 2006), leur affinité à consommer rapidement le fructose 
(Berthels et al., 2004; Guillaume et al., 2007; Tronchoni et al., 2009), leur besoin en azote (Jiranek, 
Langridge, and Henschke 1995; Manginot, Roustan, and Sablayrolles 1998; Taillandier et al. 2007; 
Gutiérrez et al. 2013; Brice et al. 2014; Julien et al. 2000), leur résistance aux températures élevées 
(Gao and Fleet 1988; Charoenchai, Fleet, and Henschke 1998; Ma.Jesús Torija et al. 2003; Philippe 
Marullo et al. 2009) et basses (Beltran et al., 2006; García-Ríos et al., 2017).  
2.2.2 La production de métabolites fermentaires 
Les levures œnologiques montrent également de fortes différences dans la production et/ou la 
consommation de métabolites directement connectés à leur activité fermentaire. Ces composés 
peuvent avoir un impact sur la qualité organoleptique des vins mais aussi sur ses propriétés sanitaires. 
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L’acide acétique 
L’acide acétique est l’un des composés organiques les plus volatils du vin et constitue un défaut 
organoleptique majeur à des concentrations supérieures à 0,6 g.L-1 en donnant au vin une note 
vinaigrée (Ribéreau-Gayon et al., 2006b). Il est principalement produit par la levure pendant la 
fermentation alcoolique. La production varie en fonction des souches (Giudici and Zambonelli, 1992; 
Marullo et al., 2004; Patel and Shibamoto, 2002; Remize et al., 2000; Romano et al., 1994; Torrens et 
al., 2008). Les souches ayant un besoin important d’azote peuvent en surproduire lors de la 
fermentation d’un moût carencé en azote (Vilanova et al., 2007). 
Glycérol 
Le glycérol est derrière l’éthanol le principal composé carboné produit lors de la fermentation. Sa 
production est elle aussi variable en fonction des souches avec une production entre 5 et 9 g.L-1 
(Gardner et al., 1993; Remize et al., 2003; Ribéreau-Gayon et al., 2006b). Il joue un rôle majeur dans 
l’homéostasie redox et la résistance au stress osmotique (Blomberg and Adler, 1992). Ce composé est 
relativement inodore. Contrairement à certaines études lui attribuant un rôle sur le corps et la douceur 
du vin (Gawel et al., 2007a; Noble and Bursick, 1984), le glycérol ne participe pas à la qualité du vin 
(Marchal et al., 2011). La production de glycérol par la levure est directement reliée avec le rendement 
sucre/éthanol de la FA puisque sa production nécessite la déviation d’une partie du flux glycolytique 
avec la conversion du fructose-1.6-biphosphate en dihydroxyacétone phosphate (Fig 6, page 16). 
Acide malique 
Il existe au sein de l’espèce Saccharomyces cerevisiae une variabilité génétique naturelle avec des 
souches ayant une activité démaliquante (Rankine, 1966) ou acidifiante (Yéramian et al., 2007). Cette 
propriété dépend principalement des teneurs en acide malique mais varie également selon les moûts 
et leur pH. Lorsque la concentration d’acide malique dépasse 2,5 g.L-1 (ce qui est habituellement le cas 
en œnologie), certaines souches peuvent consommer jusqu’à 60% de ce composé alors que d’autres 
ne le métabolisent pas (Delcourt et al., 1995; Redzepovic et al., 2003). A l’inverse, lorsque les 
concentrations d’acide malique des moûts sont inférieures à 0,6 g.L-1, certaines en produisent 
quelques centaines de mg.L-1 (Yéramian et al., 2007). 
SO2 H2S et composés combinant associés (pyruvate, acétaldéhyde 2-oxoglutarate) 
La levure réduit le sulfate inorganique en ions sulfides (H2S) qui sont essentiels pour la biosynthèse des 
acides aminés soufrés. Au cours de cette assimilation, la levure peut relâcher dans le milieu du SO2 et 
du H2S (Swiegers and Pretorius, 2007; Thomas and Surdin-Kerjan, 1997). Les quantités laissées par la 
levure sont fortement variables (Kumar et al., 2010; Mendes-Ferreira et al., 2009; Thomas et al., 1993; 
Ugliano et al., 2011). Le H2S confère au vin produit une odeur désagréable d’œuf pourri (Mendes-
Ferreira et al., 2009; Swiegers and Pretorius, 2007). De son côté le SO2 est toxique pour l’homme à des 
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concentrations élevées (Freedman, 1980) et sa teneur maximale dans les vins est réglementée. Dans 
le vin, le SO2 est en équilibre sous plusieurs formes moléculaires. Une partie réagit avec les composés 
carbonylés pour donner du bisulfite de carbonyle (SO2 combiné). L'autre partie constitue le SO2 libre. 
Dans les conditions physicochimiques standards du vin la plus grande partie du SO2 libre est inactive 
sous forme d'hydrogénosulfite (HSO3-) tandis qu’une faible part est active sous la forme SO2.H2O (Fig 9). 
Le ratio entre la forme inactive et active du SO2 libre dépend du pH du milieu et de la constante 
d'acidité fonction elle-même de la teneur en éthanol et de la température du milieu. Ainsi, une 
diminution du pH, une augmentation de la teneur en éthanol ou de la température entraîne une 
augmentation de SO2 actif (Barbe et al., 2000; Divol et al., 2012). Certains des composés combinant le 
SO2 sont produits par la levure. Les trois principaux sont le pyruvate l’acétaldéhyde et le 2-oxoglutarate 
(Barbe et al., 2000). Ces composés font partie du métabolisme central de la levure et sont présents en 
fin de fermentation à des concentrations variables qui dépendent de la souche de levure (Barbe et al., 
2000; Morata et al., 2003; Romano et al., 1994). Par soucis sanitaire, le rôle du vigneron est d'obtenir 
un vin ayant une teneur en SO2 active satisfaisante pour préserver le vin et une teneur totale en SO2 la 
plus basse possible. 
 
 
Fig 9 État du SO2 en fonction du pH 
Figure d’après (Divol et al., 2012) 
 
2.2.3 L’apport aromatique 
Comme nous l’avons déjà évoqué, la contribution des levures ne se résume pas à la simple 
transformation des sucres en alcool et à la production de métabolites issus de son métabolisme 
central. La fermentation alcoolique est en effet le siège de très nombreuses synthèses, dégradations 
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et transformations biochimiques qui vont révéler à partir d’une matrice relativement inodore (le raisin) 
une boisson appréciée avant tout pour sa richesse en composés volatils. Détailler les multiples 
contributions de la levure sur l’arôme des vins dépasse les objectifs de cette étude bibliographique. 
Rappelons ici que les levures ont à la fois un rôle direct en produisant des composés volatils issus de 
son métabolisme secondaire et un rôle indirect en participant à des réactions de biotransformation de 
molécules précurseurs d’arômes présentes dans le raisin. Les quelques revues listées ci-dessous 
aideront le lecteur à appréhender l’importante variabilité technologique rencontrée chez les souches 
de levures œnologiques (Murat et al. 2001; Swiegers et al. 2005; Carrau et al. 2008; Dufour et al. 2013; 
Philippe Marullo and Dubourdieu 2010). 
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3 Étude du déterminisme génétique des traits 
œnologiques 
 Généralités 
La génétique (du grec genno γεννώ, « donner naissance ») est la science qui étudie l'hérédité et 
les gènes. D’une part, elle s'intéresse à la transmission des caractères héréditaires entre des géniteurs 
et leur descendance (génétique formelle ou mendélienne). D’autre part elle a pour but d’étudier les 
gènes et leur fonction en s’appuyant sur la biologie moléculaire, la biologie cellulaire et la biochimie. 
Dans le contexte de notre étude, nous nous intéressons au déterminisme génétique des traits 
œnologiques chez les levures de vinification. L ‘existence d’une variabilité phénotypique héritable au 
sein des souches du vin montre qu’il existe une base génétique qui contrôle ces traits (Marullo et al., 
2004; Romano et al., 1985). La compréhension de cette base génétique peut être conduite par deux 
approches complémentaires. D’une part, il est fondamental de pouvoir évaluer le rôle fonctionnel (et 
souvent les rôles) de chacun des gènes d’un organisme. Cette approche est nommée génétique 
fonctionnelle. D’autre part, il s’agit de comprendre les bases génétiques des différences 
phénotypiques observées entre les individus d’une même espèce. Cette seconde approche qui nous 
intéresse plus particulièrement est couverte par le champ de la génétique quantitative.  
 Génétique fonctionnelle des levures de vinification 
L’analyse fonctionnelle des gènes est une discipline ancienne chez la levure. La méthode la plus simple 
consiste à muter aléatoirement, interrompre ou surexprimer un gène et à observer l’effet produit sur 
la physiologie de la cellule. Les facilités d’application du génie génétique chez cet organisme ont permis 
des avancées considérables puisque plus de ¾ des gènes de la levure ont une fonction connue 
(www.yeastgenome.org). Avec le développement de banques de mutants systématiques (Euroscarf), 
de très nombreux laboratoires dans le monde ont étudié le rôle des gènes à commencer par leur effet 
sur la viabilité (Giaever et al., 2002). Cependant, cette fonction peut varier avec l’environnement dans 
lequel l’organisme évolue (Pigluicci, 2005), il est donc important d’étudier la fonction des gènes dans 
un contexte physiologique particulier. A partir des années 2000, de très nombreux laboratoires ont 
donc étudié la fonction de gènes dans un contexte œnologique démontrant leur implication dans des 
voies métaboliques les plus pertinentes (Linderholm et al., 2008; Remize et al., 2000, 2003; Thibon et 
al., 2008). En plus de l’acquisition de connaissances, une des idées sous-jacentes à cette stratégie était 
celle de l’amélioration des souches par génie génétique (Dequin, 2001; Pretorius, 2000), ce qui n’a pas 
pu être conduit notamment à cause de la très faible acceptation des organismes génétiquement 
modifiés (OGM) par les consommateurs (Pretorius and Bauer, 2002). Bien qu’essentielle pour 
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comprendre la physiologie moléculaire des levures dans le contexte de la fermentation du jus de raisin, 
la délétion et/ou la surexpression de gènes ne permet pas d’appréhender directement le second volet 
de la génétique qui consiste à identifier les variations génétiques naturelles responsables de la 
variabilité technologique des levures. 
 Génétique quantitative des levures de vinification 
3.3.1 Généralité et Historique 
La plupart des variations phénotypiques d’intérêts retrouvées entre des individus d’une même espèce 
sont quantitatives. Cela signifie que ces phénotypes sont mesurables et que leur distribution est 
continue au sein de la population (Fig 8). Cette distribution s’explique par un déterminisme génétique 
complexe qui met en jeu un grand nombre de variations génétiques. La génétique quantitative est une 
branche de la génétique qui cherche à élucider les causes génétiques de caractères complexes. Elle 
permet sans a priori d’identifier dans la masse des variations génétiques d’une population celles qui 
ont des répercussions significatives sur le phénotype étudié. Le lien théorique entre la distribution 
continue d’un caractère quantitatif et la ségrégation de plusieurs facteurs génétiques indépendants 
(éventuellement modulés par l’environnement) a été notamment développé par Edward East en 1916 
(Lander and Botstein, 1989). Des travaux pionniers de cartographie génétique ont été très tôt réalisés 
confirmant le caractère général de cette théorie (Sax, 1923). Aujourd’hui cette identification peut être 
réalisée par deux approches différentes, soit à l’échelle d’une population naturelle (génétique 
d’association), soit à partir d’une population apparentée construite spécifiquement dans ce but 
(analyse de liaison) (Mackay, Stone, and Ayroles 2009; Lynch and Walsh 1998; de Vienne 1998). Ces 
méthodes ne permettent pas l’identification précise des variations génétiques responsables, mais 
définissent une région du génome dans laquelle se trouve une ou plusieurs de ces variations. Cette 
région est nommée QTL pour Quantitative Trait Locus. Leur recherche aboutissant à un 
positionnement sur une carte génétique on parle de cartographie de QTLs.  
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Fig 8 Distribution normale d’un caractère quantitatif 
 
3.3.2 Champ d’application de la génétique quantitative 
La génétique quantitative est une discipline qui s’ancre très tôt dans un cadre appliqué. L’identification 
de marqueurs génétiques contrôlant un caractère quantitatif peut en effet être utilisée par les 
sélectionneurs pour optimiser la sélection des individus les plus performants (de Vienne, 1998). De 
très nombreuses équipes dans le monde utilisent ces méthodes en routine pour sélectionner des races 
animales (Goddard and Hayes, 2009; Sae-Lim et al., 2015) ou des variétés végétales (Longin et al., 2013; 
Wallace et al., 2013). La génétique quantitative est aussi une discipline fondamentale qui permet 
d’étudier des phénotypes complexes et intégratifs. Ainsi, il a été possible ces dernières années de 
s’intéresser aux causes génétiques de l’expression de chacun des gènes d’un organisme (e-QTL) 
(Ponsuksili et al., 2010; Yvert et al., 2003), au niveau de traduction de chacune de ses protéines (p-
QTL) (Damerval et al., 1994; Foss et al., 2007), aux causes génétiques du bruit de traduction protéique 
(Ansel et al., 2008) et à celui de variations épigénétiques (Filleton et al., 2015; Nagarajan et al., 2010). 
Nombreuses de ces études ont été réalisées chez la levure Saccharomyces cerevisiae qui est parvenue 
à s’imposer en quinze ans comme un organisme modèle puissant en génétique quantitative. Par soucis 
de concision, nous limiterons la suite de cette revue aux travaux utilisant cet organisme. Il va de soi 
que les concepts utilisés dans ces études ont été développés bien antérieurement chez d’autres 
espèces végétales et animales. 
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 La levure Saccharomyces cerevisiae et la génétique 
quantitative  
3.4.1 Génétique d’association 
La génétique d’association est très fréquemment utilisée en génétique humaine permettant 
l’identification de SNPs liés à des caractères quantitatifs (Beck et al., 2014; Visscher et al., 2012). 
Jusqu’ici elle ne montre pas d’exemples de succès très significatifs chez la levure (Connelly and Akey, 
2012; Diao and Chen, 2012). Ce résultat est sans doute lié aux prérequis de cette approche. En effet, 
la génétique d’association nécessite une population peu structurée (idéalement en panmixie), avec un 
nombre important d’individus, ce qui permet des fréquences alléliques élevées et un déséquilibre de 
liaison faible (Nieduszynski and Liti, 2011; Peter and Schacherer, 2016). Pour la levure, les deux verrous 
majeurs sont le nombre d’individu étudié et la population qui est fortement structurée (Peter and 
Schacherer, 2016). Les données du séquençage de plus de 1000 souches d’origines diverses devraient 
permettre de lever le verrou du nombre d’individus permettant d’évaluer la possibilité d’effectuer ce 
type d’analyse chez la levure.  
3.4.2 Analyse de liaison 
Les premières analyses de liaison ont été effectuées chez la levure au début des années 2000 (Brem et 
al., 2002; Steinmetz et al., 2002). Cette approche a ensuite été utilisée avec succès chez cet organisme 
à de nombreuses reprises et sera détaillée dans la partie suivante. L’analyse de liaison consiste à 
étudier le déterminisme génétique de variations phénotypiques dans une population construite dans 
ce but. Dans cette partie nous allons détailler les deux principales méthodes utilisées chez la levure.  
Approche classique 
L’approche classique consiste à construire une population à partir de deux souches parentales. Ces 
deux souches se distinguent par un ensemble de polymorphismes génétiques, et l’objectif est 
d’identifier ceux qui ont un effet sur le phénotype étudié. Le croisement de ces deux souches permet 
la génération de descendants dans lesquels les allèles parentaux polymorphes ségrégent. Les 
évènements de recombinaison qui ont lieu au cours de la méiose redistribuent ces allèles de manière 
très efficace chez la levure, puisque 86 crossing-over sont comptés en moyenne par méiose (Cherry et 
al., 1997). Les descendants obtenus possèdent donc une combinaison unique des génomes parentaux 
(Fig 9). Un génotypage des descendants permet de déterminer la combinaison génétique dont ils ont 
hérité. Pour cela, l’utilisation de puces à ADN ou le séquençage complet des souches permet 
l’identification des sites polymorphiques (SNPs et INDELs) qui ségrégent dans la population. Ces 
derniers servent de marqueurs génétiques déterminant ainsi l’origine parentale des régions 
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génomiques des descendants. En complément de cette caractérisation génétique, la collection de 
phénotypes permet d’établir leur distribution au sein de la population. Les caractères complexes 
montrent le plus souvent des distributions continues.  
L’analyse de liaison proprement dite consiste à comparer pour chaque marqueur (locus) en 
ségrégation, les valeurs phénotypiques des deux groupes de descendants suivant leur hérédité 
parentale. Une différence significative entre ces deux sous-populations indique que le locus considéré 
est lié au trait quantitatif, d’où le nom de QTL.  
Cette approche générale a été utilisée chez la levure par un nombre important d’auteurs sur une 
multitude de phénotypes : traits d’histoire de vie (Ben-Ari et al., 2006; Deutschbauer and Davis, 2005; 
Dimitrov et al., 2009; Gerke et al., 2009; Kwan et al., 2011; Li et al., 2013; Stumpferl et al., 2012), 
paramètre de croissance sur différents milieux (Ibstedt et al., 2014; Swinnen et al., 2012), résistance à 
des toxines ou à la température (Brion et al., 2013; Demogines et al., 2008; Greetham et al., 2014; 
Steinmetz et al., 2002), production de métabolites primaires et secondaires (Huang et al., 2014; Kanai 
et al., 2017; Marullo et al., 2007a; Salinas et al., 2012; Steyer et al., 2012), besoin en nutriments (Jara 
et al., 2014), expression de gènes (Yvert et al., 2003), paramètres morphologiques (Nogami et al., 
2007), cinétique fermentaire (Ambroset et al., 2011; Martí-Raga et al., 2017; Zimmer et al., 2014). 
Dans une population construite de manière classique, les allèles en ségrégation sont par définition 
apportés par deux souches parentales. Afin d’augmenter la variabilité génétique en présence, une 
stratégie de croisement avec quatre souches parentales d’origine différente a été réalisée avec succès 
(F. a. Cubillos et al. 2011; F. A. Cubillos et al. 2013; F. A. Cubillos et al. 2017).  
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Fig 9 Schéma d’une analyse de liaison 
Deux souches parentales P1 et P2 sont utilisées pour la génération d’un grand nombre de ségrégants. 
Des marqueurs (M1, M2 …) indiquent des variations génétiques qui distinguent les souches parentales 
et qui ségrégent dans leur descendances. Les ségrégants sont génotypés afin de savoir de quelle 
souche ils ont hérité pour chaque marqueur. Les ségrégants sont phénotypés pour un trait quantitatif. 
Pour chaque marqueur les valeurs phénotypiques des ségrégants qui ont hérité de P1 sont comparées 
à celles de ceux qui ont hérité de P2. Une différence significative indique qu’un facteur génétique lié 
génétiquement à ce marqueur a un impact sur le trait. C’est le cas du marqueur M2. Il s’agit d’un QTL. 
 
Approche par Bulk segregant analysis  
Afin de diminuer l’effort de séquençage et de phénotypage d’un grand nombre d’individu, une autre 
approche nommée Bulk segregant analysis (BSA) a été utilisée. Elle reprend le principe du selective 
genotyping décrit par (Lander and Botstein, 1989). Ici, les descendants sont séparés en deux groupes. 
Un groupe contrôle est composé de descendants pris au hasard. La fréquence allélique pour chaque 
marqueur au sein de cette population est théoriquement de 50 %. Un autre groupe est constitué de 
descendants sélectionnés sur la base d’une valeur phénotypique. La sélection peut être réalisée 
directement sur les valeurs phénotypiques des descendants (Segrè et al., 2006; Yang et al., 2013) ou 
après le développement de plusieurs générations soumises à une pression de sélection (Marullo, 2015; 
Romano et al., 2010). Dans cette population, la fréquence allélique des marqueurs neutres reste à 50 % 
tandis qu’elle dévie de cet équilibre pour les marqueurs qui ont un effet sur le phénotype testé. Afin 
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de déterminer les fréquences alléliques dans ces populations, un séquençage est réalisé sur l’ADN total 
de chaque groupe. Cette stratégie s’est montrée efficace et a été utilisée par un grand nombre 
d’auteurs (Ben-Ari et al., 2006; Brice et al., 2014; Demogines et al., 2008; Diezmann and Dietrich, 2011; 
Duitama et al., 2014; García-Ríos et al., 2017; Hubmann et al., 2013a, 2013b; Meijnen et al., 2016; Pais 
et al., 2013; Romano et al., 2010; Segrè et al., 2006; Sigwalt et al., 2016; Swinnen et al., 2012; Taylor 
and Ehrenreich, 2014; Wilkening et al., 2014; Yang et al., 2013). 
La méthode classique et la méthode bulk offrent des résolutions de cartographie similaires et des 
efficacités de détection comparables (Wilkening et al., 2014). La première permet la réutilisation des 
cartes génétiques pour des analyses différentes. Elle permet également d’estimer l’effet des QTLs 
identifiés sur la variance totale du phénotype et de rechercher des QTLs d’interaction (Forsberg et al., 
2017). La seconde permet d’accroitre la puissance statistique de détection pour un niveau de 
génotypage comparable (Lander and Botstein, 1989). La Bulk segregant analysis est véritablement 
puissante lorsque les méthodes de phénotypage sont très efficaces telle que la sélection d’une 
résistance (Wilkening et al., 2014).  
 Validation expérimentale des QTLs à l’échèle du gène ou du 
SNP 
La région identifiée lors d’une cartographie est nommée QTL. Elle possède une taille variable suivant 
la densité de la carte génétique utilisée et le niveau de recombinaison au sein de la population (Lynch 
and Walsh 1998). L’identification précise des variations alléliques à l’origine de la différence de 
phénotype dépend notamment de cette taille. Les techniques modernes de séquençage à haut débit 
permettent de générer des cartes génétiques avec une haute densité, ce qui affine la résolution des 
QTLs (pour revue voir (Liti and Louis, 2012)). Avec un génome compact (6000 gènes, 16 chromosomes 
et 12 Mpb), S. cerevisiae est un organisme qui se prête très bien à l’identification de variations 
alléliques à l’échelle la plus fine. 
3.5.1 Méthode de validation 
La méthode la plus simple à mettre en œuvre est le test des hybrides hémizygotes réciproques 
(Steinmetz et al., 2002; Warringer et al., 2017) (Fig 10, panel A). Avec cette méthode, la variation 
allélique est testée dans l’hybride diploïde hétérozygote à partir duquel a été générée la descendance. 
Deux hybrides isogéniques sont comparés chacun présentant une interruption complète d’un des 
gènes parentaux. La délétion de gènes étant très facilement réalisable chez la levure, le test de 
plusieurs gènes peut être effectué fin de trouver le ou les bons candidats. Si le phénotype des hybrides 
hémizygotes est différent, alors l’allèle testé est impliqué dans la variation du phénotype. Le test 
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indépendant de plusieurs variations alléliques a plusieurs fois mis en évidence des variations alléliques 
causatives multiples dans un même QTL (Martí-Raga et al., 2017; Steinmetz et al., 2002). 
Le test formel pour valider l’impact d’un gène situé dans une région cartographié consiste à effectuer 
un remplacement allélique dans les souches parentales (Fig 10, panel B). Cela permet de comparer des 
souches isogéniques pour l’ensemble du génome sauf pour la variation allélique à tester. Cette 
approche est techniquement plus difficile mais devrait bénéficier grandement des nouveaux outils 
d’édition génomique basé sur des systèmes CRISPR-Cas9 (Bao et al., 2015). 
 
 
Fig 10 Méthode de validation des QTLs 
Panel A. Représentation schématique du test des hybrides hémizygotes réciproques. Panel B. 
Représentation schématique du test de remplacement allélique. Figure d’après (Raga, 2015). 
 
3.5.2 Types de variations impliquées  
Une analyse bibliographique exhaustive du déterminisme génétique de caractères quantitatifs dans 
un contexte biotechnologique a été réalisée au cours de ce travail. Un projet de revue bibliographique 
devrait concrétiser ce travail après cette thèse. Sur 73 articles analysés, l’implication de 119 gènes 
présentant des variations alléliques sur des traits biotechnologiques a été validée. Cette étude ne tient 
compte que des gènes dont les effets ont été validés expérimentalement. Les variations causatives 
décrites sont principalement des mutations non-synonymes ponctuelles dites Single Amino acid 
Polymorphism (SAP) constituant 72 % des causes décrites (Fig 11). Ces dernières sont susceptibles 
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d’avoir un effet direct sur le fonctionnement de la protéine codée avec des répercussions 
phénotypiques. L’effet d’un changement d’acide aminée sur la stabilité de la structure d’une protéine 
peut être prédit par des outils comme PROVEAN (Choi and Chan, 2015) qui utilise une approche basée 
sur l’alignement de séquences homologues. Dans de nombreux cas, la fonction déjà connue des gènes 
permet d’orienter le choix de gènes candidats. 
 
 
Fig 11 Type des variations causatives identifiées 
Résultats calculés à partir de 119 allèles validés expérimentalement qui ont un effet sur un caractère 
biotechnologique 
 
3.5.3 QTLs pertinents en œnologie 
Plusieurs travaux de cartographie de QTLs ont étendu la connaissance sur les bases génétiques de 
plusieurs traits œnologiques. C’est le cas pour des traits comme la consommation d’azote (Ambroset 
et al., 2011; Brice et al., 2014; Gutiérrez et al., 2013; Jara et al., 2014), de sucre (Guillaume et al., 2007; 
Salinas et al., 2012), la vitesse de la prise de mousse (Martí-Raga et al., 2017), la production de 
composés aromatiques (Roncoroni et al., 2011; Steyer et al., 2012), d’acide acétique (Marullo et al., 
2007a; Salinas et al., 2012), d’acide succinique (Salinas et al., 2012), de phénol volatils (Marullo et al., 
2007b), d’esters (Steyer et al., 2012), de SO2 (Noble, Sanchez, and Blondin 2015) ainsi que pour la durée 
de la phase de latence (Zimmer et al., 2014). Ces travaux démontrent que la validation de QTLs à 
l’échelle du gène permet d’identifier de manière indirecte la fonction de certains gènes dans le 
contexte phénotypique de l’étude. Ce type d’approche complète celle de la génétique fonctionnelle 
évoquée plus haut. 
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3.5.4 Application de la cartographie de QTLs à la sélection assistée par 
marqueur 
La manière la plus intuitive d’obtenir des souches plus performantes est peut-être l'hybridation 
sexuelle. Elle peut être théoriquement appliquée pour toutes les espèces sexuées d’intérêt 
agronomique. Cette technique a été utilisée par l’homme pendant des milliers d'années, par exemple 
par des agriculteurs qui ont intuitivement choisi les organismes supérieurs de leurs cultures ou de leurs 
bétails pour des croisements afin d'obtenir des organismes avec les traits désirés. Dans ce sens, de 
nombreux croisements basés sur les valeurs phénotypiques des parents ont été effectués chez la 
levure (Eschenbruch et al., 1982; Eustace and Thornton, 1987; Giudici and Zambonelli, 1992; 
Gjermansen and Sigsgaard, 1981; Higgins et al., 2001; Marullo et al., 2006; Mukai et al., 2001; Romano 
et al., 1985). 
Les variations alléliques favorables identifiées par les approches de cartographie de QTLs permettent 
de remplacer en partie le choix des souches parentales en fonction de leur phénotype par leur 
sélection avec des marqueurs génétiques. Des programmes de sélection assistée par marqueurs (SAM) 
peuvent être initiés en dirigeant les croisements pour combiner les allèles favorables dans un même 
génome et ainsi améliorer les performance de souches industrielles non optimales (Marullo et al., 
2007b). L’intérêt de l’exploitation industrielle de certaines de ces mutations est notamment illustré 
par des brevets protégeant l’utilisation de variations alléliques pour la sélection de souches (Blondin 
et al. 2013; P Marullo et al. 2008; P Marullo 2009). 
 
 
33 
 
33 
Chapitre 1 : Mise en place d’une méthode de fermentation standardisée pour évaluer les 
caractères quantitatifs des souches de S. cerevisiae dans des conditions œnologiques 
Chapitre 1 : Mise en place d’une méthode de 
fermentation standardisée pour évaluer les 
caractères quantitatifs des souches de S. cerevisiae 
dans des conditions œnologiques 
 
« Et puis tout autour et au-dessus jusqu’au ciel un bruit lourd et multiple et sourd de torrents 
d’appareils, dur, l’entêtement des mécaniques à tourner, rouler gémir, toujours prêtes à casser et ne 
cassant jamais. » 
Louis-Ferdinand Céline, ébahi par le high throughput, dans Voyage au bout de la nuit. 
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1 Étude préliminaire : éléments de méthode 
 Problématique 
L’objectif principal de cette thèse consiste à identifier des QTLs d’intérêt œnologique et d’évaluer leur 
niveau d’interaction avec des paramètres environnementaux. Afin d’élargir notre champ 
d’investigation, nous avons utilisé deux populations distinctes d’une centaine d’individus issue de deux 
hybrides-F1 d’origine œnologique (M2xF15 et SBxGN). La présentation de ce matériel génétique sera 
donnée dans le chapitre 2 de cette thèse. Les souches parentales à l’origine de ces deux hybrides sont 
M2, F15, SB et GN et sont utilisées dans ce chapitre. Le premier verrou technologique rencontré était 
de pouvoir mesurer des traits liés aux performances fermentaires pour près de 200 individus dans 
plusieurs conditions expérimentales. En incluant la répétition des expériences ce dispositif 
expérimental nécessitait la réalisation de centaines de fermentations simultanément. Tout en 
intégrant cette contrainte de débit d’analyse, notre objectif était de garantir des conditions 
fermentaires se rapprochant le plus possible de celles rencontrées dans la pratique œnologique. De 
plus, nous devions choisir quels paramètres environnementaux faire varier et étudier l’impact et la 
pertinence de leurs variations sur le comportement des levures.  
A mon arrivée au laboratoire, une méthode de fermentation dans des volumes de 125 mL avait été 
mise en place au laboratoire lors de la thèse de Telma da Silva (Da Silva, 2014). Cette méthode utilisée 
de nombreuses fois dans des programmes de croisement ou de sélection massale permet de mesurer 
des phénotypes fermentaires en adéquation avec ceux mesurés en conditions industrielles. Parmi ces 
principaux avantages, (i) elle utilise du jus de raisin à la place du milieu synthétique, (ii) elle permet un 
contrôle de l’inoculum en utilisant la cytométrie en flux, (iii) elle fournit une idée très précise des 
cinétiques fermentaires grâce à l’acquisition standardisée de la perte de poids par des scripts 
informatiques. Cependant, les volumes utilisés (>100 mL) limitent la parallélisation des fermentations. 
A titre d’exemple, cette méthode a permis la réalisation de 396 fermentations en un peu moins d’un 
an. Il était indispensable de mettre au point une méthode de phénotypage mieux adaptée à nos 
objectifs. Une méthode de fermentation pour des volumes inférieurs à 15 mL a donc été développée. 
La preuve de concept de son adéquation aux problématiques œnologiques a été faite en étudiant la 
variabilité phénotypique d’une trentaine de souches industrielles dans différentes conditions. Ces 
résultats sont présentés dans l’article 1 « Wine yeast phenomics: a standardized fermentation method 
for assessing quantitative traits of Saccharomyces cerevisiae strains in enological conditions » qui a été 
soumis dans la revue PLOS ONE et qui est en cours de révision. La mise au point de la méthode et le 
test de paramètres environnementaux qui ont été effectués au préalable sont présentés ci-dessous. 
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 Mise au point d’une méthode de phénotypage des levures 
œnologiques à large échelle 
1.2.1 Mise au point d’un nouveau type de micro-fermenteurs 
L’option adoptée pour augmenter le débit d’analyse a été de réduire le volume de fermentation 
jusqu’à une dizaine de mL. Il était indispensable que cette réduction d’échelle n’affecte pas les valeurs 
des principaux paramètres œnologiques mesurés dans les fermenteurs agités de 125 mL qui 
constituent notre référence. En petit volume, l’évaporation importante du milieu de fermentation est 
la difficulté majeure à surmonter. Nous avons utilisé en guise de micro-fermenteurs des vials de 10 mL 
et 20 mL utilisés en chromatographie. Leur fermeture par bouchon à vis est suffisamment hermétique 
pour éviter l’évaporation de solvants et par conséquent de milieu fermentaire. Une aiguille 
hypodermique plantée dans le septum du bouchon permet le dégagement du CO2 qui est produit lors 
de la fermentation alcoolique.  
1.2.2 Caractères étudiés 
Au cours de cette thèse nous nous sommes intéressés à des caractéristiques technologiques basiques 
des levures. Leur intérêt en œnologie est rappelé dans la section 2 de la revue bibliographique de cet 
ouvrage (p 13). Parmi les traits étudiés, certains sont liés à la cinétique de la fermentation d’autres 
permettent d’estimer le bilan des principaux métabolites issus de l’activité fermentaire.  
Paramètres cinétiques 
La cinétique de la fermentation alcoolique est suivie par la pesée régulière des fermenteurs. Lors de la 
fermentation alcoolique chaque molécule de glucose ou de fructose est convertie en 2 molécules 
d’éthanol et de CO2. Le dégagement du CO2 par l’aiguille entraine la diminution du poids total du 
fermenteur. Cette perte de poids est directement reliée à l’avancement de la fermentation alcoolique 
et peut être utilisée pour déduire la cinétique de la fermentation. La Fig 12 montre un exemple de 
cinétique fermentaire obtenue avec cette méthode. 
Des variables quantitatives qui reflètent différents aspects de la cinétique fermentaire ont été extraites 
des cinétiques obtenues. 
Le CO2maxt (g.L-1) correspond à la quantité maximale théorique de CO2 dégagé. Il est calculé 
selon une formule empirique qui estime le rendement à partir de la concentration en sucre du 
moût : 0.482*[Sucre] (Da Silva, 2014). 
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 Les autres variables quantitatives extraites des cinétiques et qui seront utilisées tout au long de cette 
thèse sont les suivantes : 
CO2max (g.L-1): Correspond à la quantité maximale de CO2 dégagé 
lp (h) : correspond à la durée de la phase de latence, estimée comme le temps pour dégager 
les premiers 2 g.L-1 de CO2. 
t35g, t50g et t80g (h) : correspondent au temps mis pour relâcher les 35, 50 et 80 premiers 
g.L-1 de CO2 après soustraction de la durée de la phase de latence. 
t35, t50 et t80 (h) : correspondent au temps mis pour consommer les 35, 50 et 80 % de 
tCO2max dégagé après soustraction de la durée de la phase de latence. 
V15_50 (g.L-1.h-1) et V50_80 (g.L-1.h-1) : correspond à la consommation moyenne de 
sucre (g.L−1) par heure entre 15 % et 50 % et entre 50 % et 80 % du CO2maxt dégagé. 
 
Fig 12 Exemple d’une cinétique obtenue et des paramètres cinétiques extraits 
Cinétique de fermentation obtenue avec la souche F33 dans le moût Sauvignon Blanc 2015. Les points 
représentent les valeurs calculées de CO2 dégagé en fonction de la pesée. La ligne rouge est la 
prédiction des valeurs pour chaque heure de la fermentation à partir d’une régression polynomiale 
locale (loess). 
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caractères quantitatifs des souches de S. cerevisiae dans des conditions œnologiques 
Le rôle primordial des cinétiques fermentaires, de leur variabilité selon la souche de levure et de leur 
contrôle technologique a été évoqué dans la section 2 de la partie bibliographie 
Paramètres métaboliques 
Nous avons également étudié la teneur finale de certains métabolites clés en œnologie issus du 
métabolisme fermentaire de la levure. Ces composés sont : 
 l’éthanol, le glucose et le fructose directement liés à la fermentation alcoolique. 
 le glycérol, principal composé carboné produit lors de la FA après l’éthanol c’est un paramètre 
d’intérêt car il permet de modifier sensiblement le rendement de la réaction (Tilloy et al., 
2014). 
 l’acide malique, dont les variations de concentration ont un effet sur l’acidité totale et le 
déroulement de la fermentation malolactique réalisée par les bactéries lactiques. 
 l’acide acétique, dont la présence impacte négativement les qualités organoleptiques du vin. 
 Le SO2 total, dont la présence impacte négativement les qualités sanitaires du vin. Dans ce 
contexte, nous mesurons également le pyruvate et l’acétaldéhyde qui peuvent se combiner 
avec le SO2. 
Ces traits sont importants en œnologie et leur contrôle via la sélection de levures correspond à des 
enjeux économiques actuels tels que la diminution du rendement alcool et des concentrations en SO2.  
Au sujet du rendement de la fermentation alcoolique, le besoin actuel est de diminuer le taux de 
conversion sucre/éthanol (Cuello et al., 2017; Kutyna et al., 2010; Tilloy et al., 2014). Ce besoin découle 
d’une volonté de compenser l’augmentation croissante du degré d’alcool des vins observée au cours 
des vingt dernières années (Tilloy et al., 2014). Cette augmentation est due à une évolution dans la 
pratique de vinification, avec la récolte de raisins très mûrs qui est privilégiée pour s'adapter à la 
demande du consommateur en des vins avec des saveurs riches de fruits mûrs. Le réchauffement 
climatique a également un effet direct sur la teneur en sucre des moûts en la faisant augmenter. Cette 
volonté émane aussi d’un contexte de politique de santé publique qui tend à être moins tolérant 
envers les boissons aux degrés d’alcools élevés. Les teneurs élevées en éthanol peuvent avoir des 
répercussions négatives sur les qualités sensorielles des vins, principalement en masquant les saveurs 
de certains composés volatils et en produisant une sensation désagréable de chaleur et de lourdeur 
(Escudero et al., 2007; Gawel et al., 2007b, 2007a; Vidal et al., 2004). Des concentrations élevées en 
éthanol peuvent aussi inhiber la fin de la fermentation alcoolique et la rendre languissante ou la 
bloquer (Blateyron and Sablayrolles, 2001; Buescher et al., 2001). 
Concernant la concentration du vin en SO2, il est nécessaire de la réduire au maximum (Noble et al., 
2015). Le SO2 est communément ajouté dans le moût avant le démarrage de la fermentation alcoolique 
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pour ses propriétés antimicrobiennes qui réduit le développement des levures et bactéries indigènes. 
Cet agent à également un rôle antioxydant puissant qui préserve le potentiel aromatique des vins. A 
la fin de la fermentation alcoolique, la concentration en SO2 est variable. Elle dépend notamment de 
la levure qui peut en consommer ou en produire (Henick-Kling and Park, 1994). La concentration finale 
du vin en SO2 est un problème par rapport à sa toxicité et est réglementée par la loi (limite maximale 
de 260 mg.L-1 en France). De plus, une concentration élevée de SO2 peut retarder le déclenchement de 
la fermentation malolactique en inhibant les bactéries lactiques (Carreté et al., 2002; Henick-Kling and 
Park, 1994).  
1.2.3 Mise en place d’un protocole de dosage 
La mesure de la concentration des composés d’intérêt est réalisée par dosage enzymatique. Cette 
méthode présente l’avantage de n’avoir besoin que de faibles quantités d’échantillon pour le dosage 
(une dizaine de µL) et s’accorde sur ce point avec le faible volume des fermentations mises en œuvre. 
Lorsqu’elle est couplée avec l’utilisation d’un robot pipeteur cette méthode permet de doser plusieurs 
milliers d’échantillons en une journée. L’utilisation d’un tel robot est rendue possible par le biais de la 
plateforme métabolique de Bordeaux. La gestion des nombreux échantillons est facilitée par le 
stockage des échantillons dans des tubes à vis de 1,1 mL (Micronic 1.10 mL Non coded Screw Cap tubes 
V-bottom Bulk) qui sont eux même stockés dans des portoirs de 96 emplacements (Roborack-96 
Micronic) (Fig 13). La manipulation d’un grand nombre d’échantillon est facilitée par l’utilisation d’un 
robot pour le vissage et le dévissage des bouchons (Automated screw cap decapper, Hamilton) et d’un 
robot pipeteur (MICROLAB STAR, Hamilton).  
 
Fig 13 Photo d’un portoir et d’un robot pipeteur 
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Des kits enzymatiques commerciaux pour doser les composés d’intérêts dans une matrice fermentée 
sont disponibles. Le premier travail a été de tester leur efficacité dans notre contexte. Il était 
souhaitable de pouvoir doser les échantillons de vins tels quels avec un minimum de traitement à 
effectuer afin de ne pas alourdir le dosage avec des manipulations non automatisées. 
Des échantillons de vins rouges et de vins blancs ont été produits au laboratoire et l’efficacité des 
dosages directement testées sur ces échantillons bruts. Afin de valider chaque dosage, la gamme 
linéarité du dosage est estimée ainsi que son % de recovery en ajoutant des concentrations croissantes 
en standard dans les échantillons (Fig 14). Le Tableau 1 donne pour les conditions en rouge les R2 de 
linéarité et le % de recovery pour chaque composé dosé. 
 
 
Fig 14 Exemple des tests réalisés pour les dosages enzymatiques sur le SO2 
Les valeurs représentées sont les moyennes de deux répétitions. Le dosage a été effectué sur le moût 
Sauvignon blanc 2014. Echantillon de vins bruts générés par fermentation 125 mL. 
 
Composé Dilution Volume échantillon (µL) 
Limite linéarité 
basse testée 
Limite linéarité 
haute testée Recovery 
Acide acétique (g.L-1) 1 5 0,02 0,48 0,96 
Acide malique (g.L-1) 0,04 10 0,4 3,69 0,99 
Acide pyruvique (mg.L-1) 1 10 44 123 0,97 
Glucose (g.L-1) 0,04 50 1,44 72,06 0,9 
Fructose (g.L-1) 0,04 50 1,44 54,05 0,99 
Glycérol (g.L-1) 0,025 10 1,11 11,05 0,91 
SO2 (mg.L-1) 1 10 3 90 0,96 
Tableau 1 Gamme de linéarité des échantillons et recovery dans le moût Merlot 2014 
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caractères quantitatifs des souches de S. cerevisiae dans des conditions œnologiques 
Des difficultés ont été rencontrées pour le dosage de l’éthanol qui ne permettait pas l’obtention de 
valeurs suffisamment précises dans le contexte de notre travail. En effet, la concentration élevée en 
éthanol dans le vin nécessite pour son dosage une dilution importante qui réduit fortement la précision 
de la mesure. A l’opposé ce sont les faibles concentrations de pyruvate et d’acétaldéhyde retrouvées 
dans les échantillons qui ont posées des difficultés. Afin de détecter ces deux composés le volume 
d’échantillon doit être augmenté dans le volume de réaction total afin de le concentrer. Dans une 
certaine mesure cela ne pose pas de problème pour les échantillons de vin blanc, en revanche pour le 
vin rouge la pigmentation interfère avec la longueur d’onde à laquelle est lue l’absorbance lors du 
dosage. C’est pourquoi en rouge, le dosage de l’acétaldéhyde s’est avéré impossible et le dosage du 
pyruvate moins précis qu’en blanc (limite de détection 44 mg.L-1). Concernant les autres composés, la 
méthode est pleinement efficace et reproductible. Les concentrations obtenues pour chaque composé 
se situent dans l’ordre de grandeur de celles classiquement retrouvées dans le vin. Les différences 
phénotypiques connues entre les souches et identifiées notamment lors des fermentations en volume 
de 125 mL ont été retrouvées (voir Article 1).  
Grâce à la réduction du volume fermentaire et la mise en place de tests robotisés plus de 250 
fermentations peuvent être suivies en même temps et le dosage d’un composé pour environ 
2000 échantillons peut être réalisé en une demi-journée. Le bilan complet coûte 1,20 € par échantillon. 
1.2.4 « Gestion » des levains 
La méthodologie mise en place permet le lancement d’un grand nombre de fermentations 
simultanément. En fonction du plan d’expérience, la fermentation parallèle d’un grand nombre de 
souches différentes peut être nécessaire. Cela implique de pouvoir gérer les précultures de plusieurs 
centaines de souches. Afin de faciliter les précultures, elles sont réalisées en microplaque de 96 puits 
de 1 mL. Les souches à inoculer sont stockées à -20 °C dans un milieu YPD + 50 % de glycérol. Chaque 
préculture est réalisée en transférant 20 µL des cultures stockées à – 20 °C dans 400 µL de YPD. Après 
24 h à 30 °C, 20 µL de cette culture sont transférés à nouveau dans 400 µL d’YPD et cultivés pendant 
24 h à 30 °C. Le nombre de cellules par mL ainsi que leur viabilité sont mesurés par cytométrie de flux 
d’après la méthode décrite par Zimmer et al. (2014). Le volume nécessaire pour une inoculation du 
milieu de fermentation à 2*106 cellules viables par mL est calculé pour l’ensemble des souches à 
inoculer. La moyenne de ce volume (généralement proche de 200 µL) est utilisée pour inoculer 
l’ensemble des souches. 
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 Étude des facteurs environnementaux générant des 
réponses phénotypiques divergentes  
1.3.1 Problématique 
Nous avons recherché par la suite des paramètres œnologiques pertinents capables de générer des 
réponses différenciées chez des souches de levures œnologiques. La variation de ces paramètres 
devait correspondre à une plage de valeurs communément rencontrée en œnologie. Les possibilités 
d’investigation étaient nombreuses, incluant la composition initiale du moût en nutriments 
(concentration en sucre, azote ou lipide), et certaines propriétés physiques comme la température de 
fermentation ou le niveau d’oxygénation. Ces paramètres ont principalement été testés sur le couple 
de souches parentales SB et GN.  
1.3.2 Influence de la composition en nutriment du moût 
Dans un premier temps, l’effet des deux principaux éléments nutritifs des moûts (sucre et azote) ont 
été étudiés. Pour cela, 3 moûts ont été utilisés comme base : Sauvignon blanc 2014 (SB14), Merlot 
2014 (M14) et Cabernet-Sauvignon 2014 (CS14), auxquels a été rajouté du sucre (quantité équivalente 
de glucose et de fructose) et d’azote (Sulfate d’ammonium ou mélange sulfate d’ammonium acide 
aminé). L’effet de ces paramètres environnementaux a été observé chez les souches parentales SB et 
GN. La Fig 15 décrit le plan expérimental réalisé. 
 
 
Fig 15 Plan expérimental pour le test de l’effet moût, sucre et azote sur la fermentation 
de SB et GN. 
Pour chaque condition la concentration en sucre est indiquée en g.L-1 et celle en azote en mg.L-1.N-1. 
Trois répétitions ont été effectuées pour chaque condition. 
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Les résultats qui ont été obtenus sont présentés sous forme de heatmap (Fig 16). Cela permet 
rapidement de visualiser l’écart entre les deux souches. Ainsi on voit par exemple que SB produit plus 
de glycérol et qu’elle laisse moins d’acide malique que GN dans toutes les conditions. Pour certains 
traits comme la phase de latence, la vitesse de fermentation et la production d’acide acétique les 
réponses phénotypiques non homogènes ont été obtenues (Fig 17). La phase de latence et la vitesse 
de fermentation interagissent avec la concentration en sucre du milieu. En effet, l’augmentation de la 
concentration en sucre fait augmenter de 2,5 fois l’écart de la durée de la phase de latence entre les 
souches. De manière similaire le facteur sucre accentue les différences de vitesse de fermentation 
entre les deux souches (t35, t50 et t80). Concernant l’acide acétique, une forte interaction avec le 
moût a été identifiée puisqu’elle inverse les rangs des souches. SB produit moins d’acide acétique que 
GN dans les moûts rouges tandis que c’est l’inverse en blanc. 
Les interactions identifiées avec le sucre ne sont que des exacerbations de phénotypes déjà identifiés 
(GN phase de latence plus courte, fermentation plus lente) ; elles ont donc été mises de côté. En 
revanche, la production d’acide acétique présentant une interaction croisée entre les deux souches 
correspond au type d’interaction recherché. 
 
Fig 16 Écart entre les souches SB et GN en fonction des conditions 
Les valeurs représentées sont les différences entre la valeur phénotypique obtenue pour GN et pour 
SB (3 répétitions). Une étoile signifie une différence significatives (wilcoxon, α = 0.05). 
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Fig 17 Interactions identifiées  
Panel A. Interaction entre le t80 et la concentration en sucre en SB14. Chaque valeur représente la 
moyenne des valeurs de t80 mesurées en SB14 pour toutes les conditions d’azote testée. Les barres 
d’erreurs représentent l’erreur type. LowSugar et HighSugar correspondent respectivement à 194 g.L-1 
et 240 g.L-1 de sucre. Le tableau indique les pourcentages de variance expliquées par chaque facteur 
selon le modèle : t80~Strain + Sugar + Strain * Sugar. Panel B. Interaction entre la production d’acide 
acétique et le moût. Chaque valeur représente la moyenne des valeurs mesurées dans chaque moût 
pour toutes les conditions de sucre et d’azote testées. Les barres d’erreurs représentent l’erreur type. 
Le tableau indique les pourcentages de variance expliquées par chaque facteur selon le modèle : 
Acetic acid ~Strain + Grape must + Strain * Grape must. 
 
1.3.3 Influence des paramètres physiques. 
L’ensemble des fermentations s’est déroulé dans une étuve à 24 °C. Aucun test sur la température n’a 
été réalisé afin d’éviter le potentiel débordement de fermenteurs en cas de température plus élevée. 
En revanche, l’impact du niveau d’oxygénation durant la fermentation a été testé. Bien que le contrôle 
de transfert actif d’oxygène soit délicat à mettre en place en fermentation, nous avons pu trouver des 
conditions expérimentales permettant de mimer de manière reproductible une micro-oxygénation du 
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milieu fermentaire. Pour cela nous avons fait varier le diamètre de l’aiguille servant au dégagement du 
CO2. Soit nous avons utilisé une aiguille G26 d’un diamètre de 0,40 mm soit un cône de pipette d’un 
diamètre d’environ 1 mm. L’effet du diamètre sur l’oxygénation du milieu a été vérifié. Pour cela des 
pastilles NomaSense O2 P300 sensor (Nomacorc, Narbonne, France) qui permettent de mesurer la 
concentration en oxygène d’un milieu de manière non intrusive ont été collées à l’intérieur des 
fermenteurs. L’oxygène du milieu a été chassé par bullage d’azote et la cinétique de ré-oxygénation 
du milieu a été suivie dans un milieu non inoculé (et agité à 175 rpm). Les cinétiques obtenues 
confirment qu’un diamètre plus important permet un transfert supérieur d’oxygène Fig 18, panel A. 
Un résultat similaire est obtenu avec des aiguilles G26 dans un milieu agité et non agité (cf. Fig 3 Article 
1). Un fort effet d’interaction a été identifié dans la réponse phénotypique des deux souches SB et GN 
(Fig 18, panel B). En effet, alors que dans la condition G26, les cinétiques de fermentation entre SB et 
GN en Merlot 2015 (M15) sont très différentes (126 h contre 186 h pour consommer les 80 premiers 
% de sucre) cet écart a été fortement réduit dans la condition P10 (90 h contre 103 h pour consommer 
les 80 premiers % de sucre). Cet exemple illustre que la souche GN a un besoin plus élevé en oxygène 
que la souche SB pour maintenir une vitesse de fermentation soutenue. Des expérimentations 
supplémentaires ont montré que l’utilisation du cône de P10 pendant seulement les 24 premières 
heures de la fermentation (remplacé par l’aiguille G26 pour le reste de la fermentation) permet 
d’obtenir les mêmes effets que lorsqu’il est utilisé tout au long de la fermentation (Fig 18, panel B). 
L’effet de l’oxygène sur les cinétiques a donc lieu au cours des 24 premières heures qui suivent 
l’inoculation. Au-delà de ce délai, le dégagement de CO2 lié à la fermentation alcoolique empêche très 
certainement une entrée efficace de l’oxygène dans le fermenteur. 
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Fig 18 Effet du diamètre de l’aiguille sur l’oxygénation du milieu et la cinétique de 
fermentation. 
Panel A. Cinétique d’oxygénation du milieu en condition G26 (rouge) et P10 (bleu). Panel B. Cinétique 
de fermentation de SB et GN en Merlot 2015 avec une aiguille G26 (rouge), P10 (vert) ou P10 pendant 
24 h puis G26 (bleu).  
 
Les vins obtenus avec un cône P10 possèdent des concentrations en acide acétique bien au-delà des 
valeurs classiquement observées dans le vin (>1 g.L-1) (Fig 19). L’apport en oxygène fourni par la 
modalité P10 est donc trop important par rapport à la pratique œnologique où les apports 
recommandés sont de l’ordre de 5 à 7.5 mg.L-1. Afin de moduler le niveau d’oxygénation nous avons 
donc cherché une condition plus stringente en oxygène que celle de G26. Ne pouvant pas disposer 
d’aiguilles plus fines, nous avons employé une autre stratégie en modifiant le niveau d’agitation du 
milieu. La condition initiale est agitée de manière homogène sur un agitateur orbital à 175 rpm. Une 
condition non agitée a été comparé à cette condition initiale. Une plus faible oxygénation du milieu a 
été confirmée et l’effet d’interaction conservé puisque l’absence d’agitation exacerbe la différence de 
cinétique entre SB et GN. C’est une condition agitée et non agitée qui a donc été retenue pour évaluer 
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l’effet du niveau d’oxygénation sur les traits mesurés et dont les effets sont décrits plus en détail dans 
l’Article de ce chapitre. 
 
 
Fig 19 Surproduction d’acide acétique en condition P10 
Production d’acide acétique en fonction de la souche et de l’aiguille (3 répétitions). 
 
 Conclusion 
Ces travaux préliminaires ont permis de mettre au point une méthode de phénotypage pour la gestion 
de centaines de fermentations simultanément avec un suivi de la cinétique fermentaire et la mesure 
de la concentration de huit composés en fin de fermentation. Des paramètres environnementaux qui 
ont un effet divergent sur la réponse phénotypique des souches ont été identifiés. C’est le cas du 
niveau de micro-oxygénation au cours de la fermentation ainsi que de l’effet global de la composition 
initiale du moût. L’article qui suit illustre l’utilité de cette méthode. Elle permet de situer le 
comportement des quatre souches parentales (M2, F15, SB, GN) au sein d’un panel de 31 souches 
commerciales dans cinq moûts différents. Ce travail a été soumis à la revue PLOS ONE et fait l’objet de 
la partie suivante. 
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caractères quantitatifs des souches de S. cerevisiae dans des conditions œnologiques 
2 Principaux résultats (Article 1) 
Ce sous-chapitre a fait l’objet d’un article scientifique soumis à PLOS ONE et en cours de révision 
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Abstract 
This work describes the set up of a small scale fermentation methodology for measuring quantitative 
traits of hundreds of samples in an enological context. By using standardized screw cap vessels, the 
alcoholic fermentation kinetics of Saccharomyces cerevisiae strains were measured by following their 
weight loss over the time. This dispositive was coupled with robotized enzymatic assays for measuring 
metabolites of enological interest in natural grape juices. Despite the small volume used, kinetic 
parameters and fermentation end products measured are similar with those observed in larger scale 
vats. The vessel used also offers the possibility to assay 32 volatiles compounds using a headspace 
solid-phase micro-extraction coupled to gas chromatography and mass spectrometry. The vessel 
shaking applied strongly impacted the most of the phenotypes investigated due to oxygen transfer 
occuring in the first hours of the alcoholic fermentation. The impact of grape must and micro-
oxygenation was investigated illustrating some relevant genetic x environmental interactions. By 
phenotyping a wide panel of commercial wine starters in five grape juices broad phenotypic 
correlations between kinetics and metabolic end products were evidentiated. Moreover, a 
multivariate analysis illustrates that some grape musts are more able than others to discriminate 
commercial strains since some are less robust to environmental changes.  
Introduction  
In the last decade, the emergence of Next Generation Sequencing (NGS) has opened perspectives for 
studying the genetic adaptation of microbial species in their specific environments (Gibbons and 
Rinker, 2015). This is the case for the wine related microbes found in ecological niches that 
continuously change from grape must to wine (Bokulich et al., 2014; Pinto et al., 2014). Thanks to the 
reduction in the genome sequencing costs, large comparative genomic studies were carried out at the 
intraspecific level for lactic bacteria (Oenococcus oeni) (Campbell-Sills et al., 2015) and various yeast 
species, including Saccharomyces uvarum (Bokulich et al., 2014; Pinto et al., 2014), Bretanomyces 
bruxellensis (Almeida et al., 2014; Borneman et al., 2014) and Saccharomyces cerevisiae (Borneman et 
al., 2016). The bioinformatics analysis of such genomes shed light on genomic adaptation mechanisms 
such as chromosomal introgression (Almeida et al., 2014), chromosomal translocations (Pérez-Ortín et 
al., 2002; Zimmer et al., 2014), horizontal transfer (Marsit et al., 2015; Novo et al., 2009), polyploidy 
(Albertin and Marullo, 2012; Borneman et al., 2014); for an extensive review see (Marsit et al., 2017). 
Population genetics studies clearly demonstrates that the wine microbes show domestication 
signatures compared to other strains isolated in different biotopes (Albertin et al., 2014; Almeida et 
al., 2014; Campbell-Sills et al., 2015; Gallone et al., 2016; Liti et al., 2009). 
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To bridge the gap existing between this overall diversity and the specific molecular mechanisms of 
phenotypic adaptation, quantitative genetics approaches such Quantitative Trait Loci (QTL) mapping 
or Genome Wide Association Studies (GWAS) are usually used (Liti and Louis, 2012). QTL mapping turns 
out to be particularly efficient for identifying natural genetic variations controlling relevant traits of 
yeast an enological context (Cubillos et al., 2017; García-Ríos et al., 2017; Huang et al., 2014; Martí-
raga et al., 2017; Marullo et al., 2007a, 2007b; Noble et al., 2015; Salinas et al., 2012; Zimmer et al., 
2014).  
One of the main limitations of this approach is the requirement of intensive genotyping and 
phenotyping work. While the genotyping task can be easily achieved with NGS strategies (Bloom et al., 
2013; Wilkening et al., 2014), the measurement of complex phenotypes for several hundred individuals 
is not yet an easy task. Recently, various methods for measuring yeast phenotypes in a high troughtput 
way has been reviewed and refered to phenomics (Warringer and Blomberg, 2014). Although very 
efficient and standardized, these methods are mostly used for measuring yeast fitness (growth) by 
monitoring optical density (OD) or measuring colony size in various laboratory conditions. However, in 
food-related industry such as winemaking, many traits of interest are not related to yeast growth but 
are expressed during the stationary phase. Indeed, relevant phenotypic differences can be measured 
among strains having quite similar growth parameters (Marullo et al., 2009). Moreover, individuals 
showing the best growth are not always those having the highest CO2 production rate (Marsit et al., 
2015; Marti-Raga et al., 2016). Beyond the fermentation rate, yeast also produces many metabolic 
compounds that affect the organoleptic qualities of the fermented beverage (Dufour et al., 2013; 
Noble et al., 2015; Torrens et al., 2008). Therefore, an accurate assessment of fermentation-related 
traits remains a critical step for achieving large-scale studies including GWAS and QTL mapping.  
In this study, a reliable method was set up for measuring several yeast fermentation traits in 
standardized 10 mL-vials. This method was useful for measuring genetics x environmental interactions 
between strains and fermentation parameters. We study here the impact of grape juice and micro-
oxygenation conditions that affect most of the traits investigated. We shed light on phenotypic 
correlations existing between fermentation kinetics and metabolic end products by analyzing 35 
commercial wine strains in five grape juices. Multivariate analyses were used for characterizing the 
phenotypic response of this panel. Several patterns with distinct metabolic specificities were observed 
and some strains are found to be more robust than other to environmental changes. 
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Materials and Methods  
Yeast strains and culture media used 
All the yeast strains used belong to the Saccharomyces cerevisiae species. Four strains are monosporic 
clones derived from industrial wine starters that have been previously described (Huang et al., 2014; 
Marullo et al., 2007a). The strains SB, GN and F15 are derived from Zymaflore VL1, Actiflore BO213, 
Zymaflore F15 (Laffort, Bordeaux, France), respectively, while M2 is derived from Oenoferm M2 
(Lallemand, Blagnac, France). The remaining 31 strains used are commercial starters obtained from 
different companies. All these strains are genetically different and encompass the genetic diversity of 
wine yeast starters (Peltier et al. in prep). To avoid any conflict of interest there were encoded C1 to 
C31 and are available and deposited on the CRB collection of ISVV, S1Table. Yeasts were propagated 
on YPD (Yeast extract 1 % Peptone 1 % Dextrose 2 %) supplemented with agar (2 %) when required. 
The strains were long-term stored in YPD with 50 % of glycerol at -80 °C. 
Grape musts and vessels used and fermentation monitoring 
The five grape musts used, i.e. Merlot 2014 (M14), Merlot 2015 (M15), Cabernet Sauvignon 2014 
(CS14), Sauvignon Blanc 2014 (SB14) and Sauvignon Blanc 2015 (SB15), were provided by Vignobles 
Ducourt (Ladaux, France) and stored at -20 °C. Before fermentation, grape musts were sterilized by 
membrane filtration (cellulose acetate 0.45 µm Sartorius Stedim Biotech, Aubagne, France). Their main 
enological characteristics were determined by the wine analysis laboratory (SARCO, Floirac, France) 
and are given in Table 1. Sugar content was measured by infrared reflectance using an Infra-Analyzer 
450 (Technicon, Plaisir, France), assimilable nitrogen as well as malic acid were assayed by enzymatic 
assay, total SO2 and free SO2 were assayed by Pararosaniline titration. The initial active SO2 
concentration was estimated using the protocol given at http://www.vignevin-sudouest.com/services-
professionnels/formulaires-calcul/so2-actif.php. Input parameters used: pH and free SO2 
concentration of the grape must, fermentation temperature (24 °C), and 0.1 % of alcohol by volume 
to simulate the beginning of the fermentation. 
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Grape must Code 
Sugar 
content 
(g.L-1) 
Assimilable 
Nitrogen  
(mg N.L-1) 
Malic acid 
(g.L-1) pH 
total 
SO2 
(mg.L-1) 
free SO2 
(mg.L-1) 
active SO2 
(mg.L-1) 
Sauvignon Blanc 2014 SB14 194 157 5.6 3.19 34 7 0.32 
Sauvignon Blanc 2015 SB15 203 158 2.9 3.25 67 23 0.91 
Merlot 2014 M14 207 111 2.1 3.58 37 29 0.54 
Merlot 2015 M15 219 99 1.9 3.53 46 33 0.68 
Cabernet Sauvignon 
2015 CS15 
220 
132 2.4 3.57 35 25 0.47 
Table 1 - Grape musts composition 
 
To carry out the fermentations, 10 mL screwed vials (Fisher Scientific, Hampton, New Hampshire, USA 
ref: 11981523) were used to ferment 3 mL or 5 mL of grape must. The Screwed Vials (here after named 
SV) were tightly closed with 18mm screw cap-magnetic-3mm HT silicone/PTFE (Fisher Scientific, 
Hampton, New Hampshire, USA). Hypodermic needles (G26 – 0.45 x 13 mm, Terumo, Shibuya, Tokyo, 
Japan) were inserted into the septum for CO2 release.  
Fermentations were run by inoculating 2.106 viable cell.mL-1 of 24h-liquid culture (YPD) carried out in 
1 mL deepwell microplates (Fisher Scientific, Hampton, New Hampshire, USA). The concentration of 
viable cells was estimated by flow cytometry using a Cell Lab Quanta apparatus (Beckman Coulter, 
Brea, California, USA) according to the method described by Zimmer et al. (2014). 
The fermentation temperature was maintained at 24°C by an incubator (Binder GmbH, Tuttlingen, 
Germany). When specified, the SV were shaken at 175 rpm during the overall fermentation using an 
orbital shaker (SSL1, Stuart, Vernon Hills, Illinois, USA). In order to compare this new vessel type with 
already published conditions, 125 mL-glass bioreactors (GB) were also used according to the 
specification described by da Silva et al. (2015).  
The fermentation kinetics was estimated by monitoring manually (2-3 times per day) the weight loss 
caused by CO2 release using a precision balance (AB104, Mettler Toledo, Greifensee, Switzerland). 
Theoretical maximum CO2 release (tCO2max) was calculated according to the formula: 0.482*[Sugar] 
(da Silva et al., 2015), where [Sugar] is the sugar concentration (g.L-1) of the must. The amount of CO2 
released according to time was modeled by local polynomial regression fitting with the R-loess function 
setting the span parameter to 0.45. Six kinetic parameters were extracted from the model:  
lp (h): lag phase time observed before to release the first 2 g.L-1 of CO2 ;  
t35, t50 and t80 (h): time to release 35, 50 and 80 % of the tCO2max after subtracting lp ; 
V50_80 (g.L-1.h-1): average hexose consumption rate between 50 % and 80 % of tCO2max ; 
CO2max: maximal amount of CO2 released (g.L-1). 
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Enzymatic assays 
At the end of the alcoholic fermentation, a sample volume of 800 µL was manually transferred in 
Micronics tubes (Novazine, Lyon, France, ref: MP32033L) and stored at -20 °C. The concentrations of 
the following organic metabolites were measured: acetic acid, glycerol, malic acid, pyruvate, 
acetaldehyde and total SO2 using the respective enzymatic kits: K-ACETGK, K-GCROLGK, K-LMAL-116A, 
K-PYRUV, K-ACHYD, K-TSULPH (Megazyme, Bray, Ireland) following the instructions of the 
manufacturer. Dilution level and volume of sample used are described in S2 Table. Glucose and 
fructose were assayed by using the enzymatic method described by Stitt et al. (Stitt et al., 1989), 
however in the presented data, all the fermentations were completed containing less than 1.5 g.L-1 of 
residual sugars. All the enzymatic assays were performed by a robotic platform using the Bordeaux 
metabolomics facilities (http://metabolome.cgfb.u-bordeaux.fr/). 
Apolar esters analysis  
Samples were analyzed after thawing. Concentration of 32 esters (ethyl fatty acid esters, acetates of 
higher alcohol, ethyl branched acid esters, isoamyl esters of fatty acid, methyl fatty acid esters, 
cinnamates and minor esters) (S3 Table). Concentration was determined using a head space solid 
phase microextraction (HS-SPME) followed by gas chromatography–mass spectrometry (GC–MS) as 
described by Antalick et al. (2010). 
Dissolved oxygen measurement 
To control the initial oxygen concentration, oxygen was removed by bubbling nitrogen inside SV for 20 
min. Non-intrusive measurement of the concentration of dissolved oxygen in the grape juice was done 
by using NomaSense O2 P300 sensor (Nomacorc, Narbonne, France) bonded on the inner surface of 
the SV.  
Statistical analyses 
All the statistical and graphical analyses were carried out using R software (R Development Core Team, 
2011). The variation of each trait was estimated by the analysis of variance (ANOVA) using the aovp 
function of the lmPerm package in which significance of the results was evaluated by permutation tests 
instead of normal theory tests. Tukey's honest significant difference test was used on aovp results to 
determine which group of means differ significantly using the HSD.test function (agricolae package) 
(de Mendiburu, 2014). 
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The LM1 model estimated the effect of strain, of grape must of micro-oxygenation of the strain-by-
must interaction and of the strain-by-micro-oxygenation interaction on fermentation traits according 
to the following formula: 
𝑦𝑖𝑗𝑘 = 𝑚 + 𝑆𝑖 + 𝐺𝑀𝑗 +  𝑀𝑂𝑋𝑘 + (𝑆 ∗ 𝐺𝑀)𝑖𝑗 + (𝑆 ∗ 𝑀𝑂𝑋)𝑗𝑘 + 𝜖𝑖𝑗𝑘  
 
where 𝑦𝑖𝑗𝑘 was the value of the trait for strain i (i = 1, …, 4) in grape must j (j = 1, 2) and with micro-
oxygenation level k (k = 1, 2), 𝑚 was the overall mean, 𝑆𝑖  was the strain effect, 𝐺𝑀𝑗 the grape must 
effect,  𝑀𝑂𝑋𝑘 the micro-oxygenation effect, (𝑆 ∗ 𝐺𝑀)𝑖𝑗 was the interaction effect between strain and 
grape must, (𝑆 ∗ 𝑀𝑂𝑋)𝑗𝑘 was the interaction effect between strain and micro-oxygenation level and 
𝜖𝑖𝑗𝑘 the residual error. 
Correlations between traits were computed with the Spearman method using the cor function and the 
significance of the results was assessed by the cor.test function at 0.95 of confidence level. Results 
were displayed with the corrplot function (corrplot package).  
Principal Component Analysis (PCA) was calculated using the ade4 package and heatmaps were 
generated with the heatmap.2 function. When necessary non-parametric comparison of samples were 
carried out using the Wilcoxon-Mann-Withney test (α = 0.05).  
Results 
Optimization of the fermentation protocol in screw capped 
vials 
The first aim of this study was to develop a fermentation method for measuring in a reliable manner 
numerous strains in a small volume. We used 10 mL-screwed vials (SV) filled with 3 or 5 mL of grape 
must. Their small and standard size can be conveniently exploited to run in parallel more than 300 
fermentations at the same time in a small space (S1 Fig). In preliminary experiments (not shown), we 
observed that the volume of grape juice used influences the success of the fermentation. To evaluate 
this effect on enological parameters, the fermentation behavior of four yeast strains (M2, F15, SB, GN) 
was evaluated in the SB14 grape must in six replicates. Three conditions were tested: 3 mL with shaking 
(Sk.3_SV), 5 mL with shaking (Sk.5_SV) and 5 mL without shaking (noSk.5_SV). In order to validate the 
SV, the same juice was also fermented in 125 mL glass-bioreactors (Sk.125_GB) that had been 
previously used for measuring the fermentation behavior of numerous Saccharomyces strains and 
hybrids (da Silva et al., 2015). For all assays, fermentations were completed (no residual sugars 
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detected); the overall results are given in the S4 Table for the 12 parameters measured for each strain 
in the four assays.  
Strikingly, the shaking conditions impacted the fermentation kinetics for all the strains. This is 
illustrated for example with the CO2 kinetics of the GN strain, Fig 1, panel A. The CO2 production rate 
was dramatically increased by shaking since the t50 and t80 significantly decreased (Wilcoxon test α = 
0.01). In contrast, the fermentation volume (3, 5 and 125 mL) did not affect the fermentation kinetics 
in shaken conditions, suggesting that scaling down in SV did not influence the fermentation behavior 
of yeast cell. The metabolic end-products were also affected by the shaking conditions, as shown in Fig 
1, panel B for glycerol. As observed for kinetic parameters, the fermentation volume had a minor 
impact on the primary metabolites composition (such as glycerol) whereas shaking appeared as the 
main source of phenotypic variation. This result, observed for all strains, could be due to the higher 
oxidative conditions met in shaken cultures.  
 
Fig 1 Impact of agitation on fermentation kinetics and metabolic compounds according 
to the fermented volume. 
Panel A. CO2 production kinetics of the GN strain fermenting SB14 grape must in four vessel modalities 
(Sk.3_SV, Sk.5_SV, noSk.5_SV, Sk.125_GB). The lines are the average CO2 produced for 6 replicates; the 
shaded areas represent the standard error. Panel B. Glycerol production of GN strain according the 
vessel modalities. The values shown are the means of 6 replicates and the error bars represent 
standard error. 
 
To compare the reliability of the measure, the coefficient of variation (CV %) was computed for each 
strain and the average CV was shown in S5 Table. Each fermentation, including the Sk.125_GB, was 
repeated 6 times. The assessment of fermentation kinetic traits is very reliable and confirms the 
efficiency alcoholic fermentation monitoring by weight loss measurement (Bely et al., 1990), even in 
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very small volumes (Fig 2, panel A). For some metabolic traits, high CVs (>25 %) were measured 
showing that some conditions are not reliable enough. This is the case for acetaldehyde, pyruvate or 
acetic acid for which the CVs are particularly high in shaken conditions. The Sk.3_SV trial was the less 
reliable and the cumulated CV for metabolic compounds is much higher than for the other three 
conditions (Fig 2, panel B). In this condition, the kinetics parameters are also less reproducible 
(CV>10 %). Moreover, for this condition, the concentrations of metabolites such as acetaldehyde and 
acetic acid are much higher than values found in enological practice (S4 Table). In contrast, noSk.5_SV 
offers the most reliable condition for both metabolic compounds and kinetic parameters. Except for 
the lag phase, the Sk.5_SV condition had an intermediate reliability level, similar to the 125 mL glass-
bioreactors used here as a control. 
 
Fig 2 Trait measurement reliability for both kinetics and metabolite concentrations 
according to vessel modalities 
The average CV for each trait was calculated from the CV values obtained for each strain (M2, F15, SB, 
GN) with 6 replicates. Panel A. The bar chart presents the cumulated CV for each kinetic parameter, 
the stacking is ordered from the least variable (CO2max) to the most variable (lp) trait. Panel B. The 
bar chart presents the cumulated CV for each metabolic end-product, the stacking is ordered from the 
least variable (SO2) to the most variable (Acetic acid). 
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A second experiment was performed in 5mL-SV that enable reproducible conditions for most of the 
traits investigated. The 5ml-SV was preferred to 3ml-SV modality because of the outlier values and CV 
observed for some metabolic compounds. The micro-oxygenation effect was estimated by comparing 
modalities with or without shaking during the fermentation. The O2 concentration was monitored 
during 20 hours in non-inoculated SB14 grape juice degassed by nitrogen bubbling. During this period, 
corresponding to the fermentation lag phase, oxygen can be efficiently transferred since CO2 stripping 
is not active. Although this measurement did not correspond to real conditions because no yeast cells 
were present, the effect of agitation on the oxygen transfer could be estimated. Indeed, when yeast 
cells are present, all the dissolved oxygen is consumed in less than 20 hours due to the strong reductive 
conditions generated by yeast biomass (data not shown). In the shaken condition, the grape juice was 
immediately enriched with dissolved oxygen that reached a concentration of 3.7 mg.L-1 after 20 h (Fig 
3, panel A). In contrast, without shaking, there was only 2.4 mg.L-1 of dissolved oxygen after 20 h. A 
maximum difference in oxygenation rate was found after three hours of incubation (Fig 3, panel B). 
Although the total amount of oxygen transferred during the overall fermentation cannot be measured, 
these data suggest that agitation in 5mL-SV significantly impacts the micro-oxygenation level. These 
small, but significant differences could explain the kinetic and metabolic differences described in Fig 1. 
In order to have a broader idea of the impact of micro-oxygenation on secondary metabolism, we next 
measured the production of volatile compounds. At the end of the alcoholic fermentation, the 
headspace volume of SV was analyzed using a targeted GC-MS analysis. Up to 32 esters were quantified 
for the fours strains in shaken or not conditions (S6 Table). A Principal Component Analysis (PCA) (75.5 
% of total variance for axes 1 and 2) was carried out for exploring this multivariate dataset (Fig 3, panel 
C). The first component clearly discriminates shaken from non-shaken conditions while the second axis 
mainly discriminates strains. Indeed, the production of esters was greatly impacted by shaking. Up to 
27 of the 32 esters were significantly affected (ANOVA, pval<0.05), 14 with a decreased and 13 with 
an increased production in the shaken condition (S6 Table). The compounds, for which shaking 
decreased their production, were mainly acetates of higher alcohols, methyl and ethyl fatty acid esters 
while those for which the production was increased were mainly ethyl branched acid esters, ethyl acid 
esters with odd carbon numbers, cinnamates and minor esters. The proportion of PhC2C2 to C2PhC2 
was six-fold decreased in shaken condition (S2 Fig). This could be caused by a higher oxygenation of 
the media. 
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Fig 3 Measure and effect of micro-oxygenation in 5 mL SV  
Panel A. Kinetics of dissolved oxygen concentration in SB14 grape must. The kinetic curves represent 
the mean of 6 replicates and the shadows around the lines illustrated the standard errors. Panel B. 
Concentration of the dissolved oxygen in SB14 after four hours. The data shown are the means of 6 
replicates and the error bars represent the standard deviations. Different letters indicate significant 
differences between groups (Tukey's honest significant difference test, significance level, α = 0.05). 
Panel C. PCA performed for the 32 esters measured. Each point represents one of the four the strains 
in noSk.5_SV or in Sk.5_SV. Panel D. Correlation of the variables to the PCA1 axis. The variables that 
were significantly correlated to the first axis of the PCA were shown (α = 0.05), the bar plot indicated 
the Pearson's correlation coefficient. 
 
Assessment of genetics x environmental effects 
In order to demonstrate the efficiency of our SV fermentation setup, we explored phenotypic response 
of strains to relevant parameters for enology. On the basis of the results shown in Fig 2-3, shaken 
fermentations could be considered as micro-oxygenated modalities transferring moderate amounts 
(2-4 mg.L-1 per day) of oxygen in a reproducible way. The possibility to control oxygenation in small 
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volumes is an opportunity to study the reaction of yeast strains against this technological parameter 
which has a significant impact on winemaking (Blateyron and Sablayrolles, 2001; Julien et al., 2000; du 
Toit et al., 2006). Assuming this statement, a second experiment was carried out in 5mL-SV, by 
fermenting the two grape juices SB14 and M15 with four strains (M2, GN, F15 and SB) and with or 
without shaking. This set of 160 fermentations (S7 Table) ran at the same time allowed to estimate the 
effects of three main factors: (i) strain, (ii) micro-oxygenation, and (iii) grape must. The proposed model 
for the analysis of variance also estimated the primary interaction within strain and grape must or 
micro-oxygenation (model LM1 described in material and methods). Thanks to the small volume used, 
10 biological replicates were carried out for each strain and condition, thus increasing the statistical 
power of the analysis. For most of the traits, the phenotypic variance was first explained by the grape 
juice nature, then by the yeast strain used (Table 2). 
The effect of micro-oxygenation mainly influenced kinetic parameters (t50, t80) and metabolic end-
product such as SO2 and Glycerol. For this last trait, the micro-oxygenation increased the production 
by 15 % (Fig 4, panel A) for all the strain, as previously reported by others (Alfenore et al., 2004; Reddy 
and Reddy, 2011; Remize et al., 2000). Few strain x environment interactions were detected and 
accounted only for a small part of the total variance explained (less than 10%). The most striking 
interaction effects were found for the lag phase duration (lp). Indeed, for this trait, the yeast strain 
phenotype is differentially affected by both the micro-oxygenation and the grape must. The panel B of 
Fig 4 shows that the strains SB and M2 had a longer lag phase in the SB14 grape must than in M15 (+ 
6 h). Moreover, shaking resulted in a reduced lag phase for M2 in the SB14 grape must. In contrast, 
F15 and GN were affected neither by the grape must nor by the agitation. In the same way, the acetic 
acid production of GN showed a complex GxE interaction (Fig 4, panel C). Globally, as previously 
described (Delfini and Cervetti, 1991), micro-oxygenated conditions tends to reduce the production of 
this compound, which is undesirable in enology. Interestingly, in the M15 grape must, GN showed the 
lowest acetic acid production even in a non-agitated fermentation, suggesting that it is an interesting 
low producer whatever the conditions. This second experiment confirms the reliability of SV for 
assessing wine fermentation traits in various environmental conditions and paves the way for larger 
phenotypic investigations.  
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Table 2 Analysis of variance for the 11 phenotypes with 4 strains, 2 musts and 2 micro-
oxygenation conditions  
Percentage of variance explained by the LM1 model. Signifiance codes: pval < 0.001 = ***, 
pval < 0.01 = **, pval < 0.05 = *, pval < 0.1 = . 
 
CO2ma
x lp t35 t50 t80 
V50_8
0 SO2 
Acetic 
acid  
Malic 
acid 
Pyruva
te 
Glycer
ol 
Must 
37.9 
*** 
15.8 
*** 
38.6 
*** 
36.8 
*** 
35.2 
*** 
21.5 
*** 
15.4 
*** 
10.7 *** 
81.2 
*** 
4.9 ** 0.3 
Strain 
2.3 . 
41.5 
*** 
10.3 
*** 
16.7 
*** 
27.3 
*** 
43.8 
*** 
4.3 *** 3.7 * 8.1 *** 
9.0 
*** 
17.2 
*** 
Micro-
Oxygenation 
7.4 
*** 
2.8 
*** 
37.2 
*** 
32.1 
*** 
22 *** 
20.2 
*** 
40.3 
***  
39.1 *** 0 
5.2 
*** 
49.4 
*** 
Strain:Must 
0.3 10 *** 
2.1 
*** 
2.5 
*** 
2.7 
*** 
0.5 2.8 ** 0.4 0.2 
6.8 
*** 
0.1 
Strain:Micro
-
Oxygenation 
0.6 
3.7 
*** 
0.7 * 0.3 
1.6 
*** 
0.1 1.8 . 2.6 * 1.1 *** 4.0 1.8 * 
Residuals 51.4 26.2 11.1 11.6 11.3 13.9 35.5 43.5 9.4 70 31.3 
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Fig 4 Effect of micro-oxygenation level and grape must on technological properties of 
wine yeast strains 
The data shown are the mean of 10 replicates, the error bars representing the standard error. Different 
letters indicate significant differences between groups (Tukey's honest significant difference test, 
significance level, α = 0.05). Panel A. Glycerol (g.L-1) according to strain and fermentation conditions. 
Panel B. lp (h) according to strain and fermentation conditions. Panel C. Acetic acid (g.L-1) according to 
strain and fermentation conditions. 
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Evaluation of technological properties of 35 wine yeast strains 
in 5 grape juices. 
The SV fermentation setup coupled with robotic assisted enzymatic assays offers the opportunity to 
measure in parallel the fermentation behavior of numerous strains in various conditions. As a matter 
of proof, we evaluated in a unique experiment the fermentation properties (kinetics and end by-
products) of 35 strains in five grape juices and two repetitions (350 SV) without shaking. No shaken 
conditions were preferred in this experiment because they emphasize the phenotypic differences 
between strains due to the hypoxic conditions generated (Fig 1, S4 Table). In this experiment, we used 
three red grape musts (M14, M15 and CS14) and two white grape musts (SB14 and SB15) from the 
Bordeaux area. As all the fermentations were completed (less than 1.5 g.L-1 of residual sugars), the 
final concentrations of glucose and fructose were very low and thus removed from the data (not 
shown). Acetaldehyde concentrations were also removed, as they were very low in red wines and thus 
impacted data normality (not shown). The measurement of the 11 quantitative variables for 175 
modalities is given in S8 Table.  
This large dataset offer the possibility to address several questions. First, we explored the impact of 
the grape juice nature by performing a multivariate analysis. The first two axis of the Principal 
Component Analysis (PCA) carried out explained 58 % of total variance. The first component (42 % of 
total variance) clearly discriminates red and white juices and was correlated with Malic acid, SO2, Acetic 
acid concentrations and kinetic parameters (t50, t80, V50_80) (Fig 5, panel A). Indeed the white grape 
juices used were more acidic and more sulphited than red ones. The second axis (16 % of total 
variance); mainly discriminates the CS15 must from the others by its higher production of glycerol and 
CO2max. These results are consistent with the biochemical composition of grape juices since the CS15 
juice contained 20 g.L-1 more sugar than the other grape musts.  
The PCA also illustrates the phenotypic variability of the 35 industrial strains tested. Globally, the 
analysis showed that some grape musts are more suitable than others for differentiating the strains. 
Indeed, the projected cloud of the 35 strains in SB14 is more compact than in M15. In order to evaluate 
this property, we computed the average Euclidian distance within all the strains for both kinetic and 
metabolic parameters and according to the grape must. The panel B of Fig 5 summarizes the 
phenotypic distance observed within each grape must and each parameter class. For example, SB15 
emphasized strain discrepancy for kinetic traits and metabolic end-products. To better visualize 
particular strain properties, the positions of the four strains SB, GN, M2 and F15 were labeled on the 
projection. These strains have some phenotypic specificities; for example SB and GN are often more 
distant from the remaining set of commercial strains than M2 and F15. This is in particular due to the 
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high glycerol production of SB and the slow fermentation rate (V50_80) of GN in all the conditions 
tested (Fig 5, panel C). 
 
Fig 5 PCA of winemaking properties of 35 strains in 5 grape juices 
Panel A. The first two axes of the PCA performed from the average of two replicates for 11 phenotypes 
measured in the five grape juices and 35 strains. Axes 1 and 2 explain 41.8 % and 15.8 % of total 
variation, respectively. Each point represents the fermentation of one strain and is colored according 
to the grape juice used. Points are connected to their group gravity centers that are labeled with the 
grape juice name M14, M15, SB14, SB15, CS14. Ellipses diameter corresponds to the standard 
deviations of the projection coordinates on the axes. The correlation circle indicates the correlation of 
the variables for axes 1 and 2. Panel B. Euclidian distances within all the strains for each grape must. 
The bar plot represents the Euclidian distances within the 35 strains according to kinetics (high density 
colored bar) and metabolic parameters (low density colored bar) for each grape juice. Panel C. 
Comparison of the trait value of GN and SB respect to the 34 others strains for V50_80 and the glycerol 
produced, respectively. A boxplot was generated from the 10 phenotypic values measured in the five 
grape juices with two replicates for GN and SB, and from the 340 values of the 34 other strains. 
Significant differences were estimated by applying the Wilcoxon-Mann-Withney test (α = 0.05). 
 
In a second time, we analyzed the phenotypic correlations existing between the eleven quantitative 
traits investigated. As shown on the PCA, the nature of the juice strongly impacted the phenotypic 
values. In order to overcome this effect, we normalized the response of each strain according to the 
grape juice (S9 Table). This normalization confers a stronger robustness to the analysis since the 
phenotypic properties of the strains are considered across five conditions. However, using this 
transformed dataset, all the strain x environment interactions are hidden. The relations between the 
11 traits were investigated by using the average of normalized values of each strain for the five 
conditions. The Spearman’s correlation matrix computed was shown in the Fig. 6, panel A. Obvious 
correlations between kinetic traits were found confirming that the fast-fermenting strains have the 
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lowest t35 and t80 values (S3 Fig). Interestingly, we detected less trivial correlations suggesting some 
possible connections between metabolic end products and kinetics parameters. For example, a 
correlation between t80 and Malic acid was found (Fig 6, panel B). Indeed, fast fermenting strains are 
those that consume the most part of malic acid. This link has already been reported (Husnik et al., 
2007) and could be explained by a greater de-acidification capacity for strains that consume more 
malic acid, resulting in easier fermentation. Posittive correlations were found between kinetic 
parameters (t35, t50, t80) and SO2. They could be explained by the toxic effect of SO2 that reduces 
yeast growth (Nardi et al., 2010; Park and Bakalinsky, 2000) and may indirectly impact the 
fermentation activity. Other correlations were found for lp with V50_80 (Fig 6, panel C) and glycerol 
and will be discussed further. 
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Fig 6 Correlation between traits 
Panel A. A correlation matrix is shown. The size and the colour of the circles correspond to the 
correlation coefficients calculated by the Spearman method. Only significant correlations are shown 
(confidence = 0.95). Panel B and C. Two examples of scatter plots showing correlation of t80 with Malic 
acid and V50_80 with lp. Each dot represents the average phenotypic values of a strain across the 5 
grape musts from the normalized dataset. The blue line represents the linear regression line and the 
shaded area represents the confidence interval of the regression (0.95). 
 
The normalized dataset was also used for evaluating the technological properties of the 35 strains in a 
multi environment context. As for the phenotype-phenotype relation study, the use of normalized data 
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confers more robustness to this analysis. The rank of each strain with respect to the others was 
calculated and can be visualized on a heatmap plot (Fig 7). As each column of the heatmap plot 
represents a rank value (1 to 35), each trait has the same weight in the clustering. Because most of the 
kinetic parameters are strongly correlated (Fig 6, panel A), only three of them (poorly correlated) were 
included in the analysis (CO2max, lp and V50_80). The intensive green tones indicate lowest ranks while 
intensive green tones indicated the highest ranks for each parameter. For example, the commercial 
strains C11, C4, and C18 were among the fastest strains and consumed more malic acid than the 
others. Rapid identification of strains having outlier levels compared to a representative commercial 
set can be made with this figure. For example, the strains C6, C17 and C20 produced high quantities of 
acetic acid while the strains C5, C8, and C16 released an important quantity of SO2 at the end of the 
alcoholic fermentation. 
As displayed by the dendrogram on the left of the heatmap, a hierarchical clustering ordered the 
strains according to their overall profiles. Four main groups were computed. The group A contained 
slow fermenting strains, which leave high amounts of malic acid at the end of the fermentation and 
produce low SO2. Group B contained strains with the shortest lp. Moreover, most of the strains of this 
group had a slow fermentation rate, produced low amounts of glycerol and released high level of SO2. 
The strains of group C were the fastest fermenting ones, produced more glycerol and SO2 than the 
average. This group also consumed more malic acid. Finally, the strains of group D fermented rapidly 
but in contrast with those of group C they produced low amounts of glycerol and SO2. 
 
Fig 7 Relative ranking of 35 strains in 5 grape juices 
Ascending order ranked of the average phenotypic values of each strain across the 5 grape juices. Only 
a subset of the representative phenotypes is represented here. A color palette shows each rank from 
red (lowest ranks) to green (highest rank) as displayed by the color key. The rank of each cell is also 
displayed by a black bar plot and the vertical dashed black line represents the average rank. The 
dendrogram on the left represents strain ordered by hierarchical clustering.  
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Finally, we investigated the strain phenotypic variability according to the environmental conditions. 
This characteristic is very important in enology since industrial strains might be used in different grape 
musts with contrasted physicochemical properties. Therefore, the assessment of phenotypic 
robustness of industrial starters is crucial for optimizing their use in a wine making process. We 
computed the phenotypic variance of the 35 strains by using the non-normalized dataset, which allows 
capturing the GxE interactions. The overall results are shown on Fig 8, panel A. Strains showing a low 
variance value (green tones) had similar phenotypic behavior in the five grape musts and can be 
considered as robust. On the contrary, high variance values (red tones) indicated a fluctuating 
phenotypic response according to the must. Some industrial strains such as C23, C10 or C12 are quite 
strong robustness to environmental change. In contrast, the monosporic clones SB, GN and M2, as well 
as some commercial strains (C22, C7, C18) appeared to be quite sensitive to the grape must nature 
(red tones). This excess of sensitivity was investigated by splitting the 35 strains in two groups 
according to their phenotypic variance. The more fluctuating quartile was compared to the 75 % more 
robust strains in the five grape juices. By this way, the conditions that generate a fluctuating response 
could be identified. For example, lp was only significantly different for the two groups only in SB15 (3.2 
time shorter for the robust group) (Fig 8, panel B). In this case, the identified grape must had the 
strongest initial SO2 concentration (67 mg.L-1), which is known to strongly affect the lag phase (Zimmer 
et al., 2014). All the strains having a fluctuating response (C1, C11, F15, C15, M2, C22, SB, C31) are 
therefore not suitable for running fermentations in highly sulfited grape musts. In the same way, 
another group of strains (C4, C7, C17, GN, C18, C21, C24, C25, C27) produced high concentrations of 
SO2 at the end of the fermentation only in the SB15 must (Fig 8, panel B). Others significant fluctuation 
have been observed. Indeed, Merlot (M14 and M15) and Sauvignon Blanc (SB14 and SB15) musts 
increased the variance of fluctuating strains for pyruvate and acetic acid, respectively (S4 Fig). Similarly, 
the strains C18 and C24 produced high levels of acetic acid in white grape musts but they showed a 
moderate production in the three red grape musts, suggesting that are more suitable for red wine 
fermentation.  
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Fig 8 Phenotypic variance of 35 strains in five grape juices 
Panel A. For each strain, the variance was computed for the five average phenotypic values in the five 
grape musts. Variance is scaled by column and its level is represented by a color palette from green 
(lowest variance) to red (highest variance) as displayed by the color key. The value of each cell is also 
displayed by black bar plots and the vertical dashed black lines represents the average variance. Strains 
are ordered by hierarchical clustering that is represented by the dendrogram on the left. Panel B. 
Comparison of lp and SO2 between robust and non-robust strains according to grape musts. The data 
shown are the mean of eight strains (non-robust group) or 27 strains (robust group), the error bars 
represent the standard error. Different letters indicate significant differences between groups (Tukey's 
honest significant difference test, significance level, α = 0.05). 
 
69 
 
69 
Wine yeast phenomics: a standardized fermentation method for assessing quantitative traits of 
Saccharomyces cerevisiae strains in enological conditions 
Discussion 
A new platform for measuring quantitative traits related to 
wine fermentation  
The wide development of NGS technologies gives the opportunity to collect large sets of genomic data 
that could be used for dissecting the genetic architecture of complex traits using both QTL mapping 
and GWAS approaches (Liti and Louis, 2012). In order to implement genetic studies efficiently, this 
genomic data must be completed with massive sets of phenotypic data. The high throughput 
measurement of phenotypes is therefore a crucial point for finding out new genetic determinisms. The 
term of “phenomics” has been used for describing methods aiming at measuring phenotype at a large-
scale (Warringer and Blomberg, 2014). Mostly based on the measurement of OD (Warringer and 
Blomberg, 2003) or plate growth (Bean et al., 2014), the parallel measurement of basic growth 
parameters in numerous media can be performed. Although this approach is very useful for screening 
growth-related phenotypes, other complex traits of industrial interest, such as fermentation kinetics 
and end-product metabolites can neither be measured in micro-plates nor in agar plates. 
In this study, we set up a standardized method for assessing alcoholic fermentation experiments at a 
relatively large scale (>300 samples per batch). By reducing the fermentation volume to 5 mL in 
standard Screwed Vials (SV), we conserved a very accurate estimation of fermentation kinetics that 
matches well with the methods previously used (da Silva et al., 2015). Here, the fermentation time 
course was followed manually by weighing each SV few times per day with a precision balance. 
However, robotic solutions for an automatic handling of the SV could easily be implemented thanks to 
the standardized format of the vials used. In order to face the large sample analysis set required, we 
successfully coupled our fermentation setup with a robotized enzymatic platform for measuring eight 
enological metabolites in 1 mL samples. Unfortunately, we failed to efficiently measure ethanol, since 
the enzymatic kit used was not sufficiently accurate for high ethanol concentrations. Alternatively, the 
estimation of total CO2 loss was very precise (average CV<3 %) and perfectly matched with the 
production of ethanol during the alcoholic fermentation (Bely et al., 1990). In this study, we also 
demonstrated that many volatile compounds produced by yeast metabolism could be readily analyzed 
by GC-MS after an automated solid-phase micro-extraction (Antalick et al., 2010). Coupling analytical 
facilities and developing robotic handling of SV will be the next steps for developing large screening 
programs.  
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Assessment of some GxE interactions relevant in enology 
Although the SV volumes are far away from those of vats used during industrial wine production, our 
setup comes close to meeting the enological conditions. The effects of some parameters that are 
relevant for enology (grape must, strain, micro-oxygenation level) have been tested. First of all, we 
used natural grape musts rather than synthetic media that might be less pertinent for assessing 
quantitative traits due to their incomplete composition (Ambroset et al., 2011; Marullo et al., 2007b). 
As previously demonstrated, frozen grape juices conserved their fermentation properties and can be 
kept for long periods (da Silva et al., 2015). Moreover, in this work, we only tested a panel of 
commercial starters that are used in various geographic areas for the production of red, white, rosé 
and sparkling wines. This contrasts with previous studies that also included S. cerevisiae strains from 
other origins (Albertin et al., 2011; Camarasa et al., 2011). By using only commercial starters, we 
captured here a phenotypic variability having an industrial relevance and reflecting those proposed to 
the winemaker. Finally, the shaking of SV was able to mimic micro-oxygenation in a reproducible 
manner. The amount of oxygen transferred during the 20 first hours (2-4 mg/L-1 of O2) is close to that 
can be applied during red wine winemaking (du Toit et al., 2006). Although the micro-oxygenation is 
provided by several pumping-over operations in the cellar, we were able to reproduce this effect in 
our small design vessels with similar scale values. This was confirmed by observing effects that are 
similar to those already known in enological practices. Indeed, a higher level of micro-oxygenation 
accelerates the fermentation rate (Fornairon-Bonnefond et al., 2003; du Toit et al., 2006; Varela et al., 
2012), decreases the production of acetic acid (Delfini and Cervetti, 1991; Varela et al., 2012), and 
increases the production of glycerol (Gardner et al., 1993; Reddy and Reddy, 2011; Remize et al., 2000; 
Varela et al., 2012).  
Although the micro-oxygenation enhances the basic technological properties of yeast, it also impacts 
drastically the production of 32 volatile compounds. By using a GC-MS approach we demonstrated that 
shaken conditions do not impact all the volatile molecules in the same way suggesting that the oxygen 
transfer could influences the production of aromatic compounds and in particular esters. The change 
in proportion of 2-phenylethyl acetate (2-PhC2C2) to ethyl-phenylacetate (C2PhC2) could be a 
signature of micro-oxygenation, as the proportion of the most oxidized ester (ethyl-phenylacetate) is 
greater with agitation (S2 Fig). Moreover unusual esters such as ethyl dihydrocinnamate (C2dhCinn) 
or methyl butyrate (C1C4) are much more present in shaken fermentation (Fig 3 C and S6 Table). This 
results indicated that shaked conditions could lead to an over oxidation at least in white grape juice 
matrixes. This result justify our choice to phenotype the 35 strains in unshaken conditions. 
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 Unravelling the impact of oxygen on esters production during the alcoholic fermentation is not trivial. 
First, it is difficult to conclude here if the oxygen has a direct effect on ester metabolism. Indeed oxygen 
could simply enhances yeast growth and/or accelerates the fermentation rate which in turn may have 
an effect on ester production. Second, shaking might increase the liquid to gas transfer and therefore 
enhance the volatile compounds stripping. According to the quantity and the addition moment, the 
oxygen effect may indeed be drastically different. The oxygen supplementation of grape must in 
winemaking conditions resulted in an increase of the concentration of higher alcohol acetates and 
branched chain ethyl esters, and in a decrease of fatty acid ethyl esters (Valero et al., 2002; Varela et 
al., 2012). Aside higher alcohol acetates that were two times higher in non-shaken conditions, our 
findings are broadly in agreement with previous data measured in a cellar (Valero et al., 2002; Varela 
et al., 2012). The similar response between 5mL-SV and vats of several liters is very encouraging and 
demonstrates that our setup could be relevant for assessing the aromatic production of a large set of 
strains/conditions. Moreover, the relative higher production of acetate of higher alcohols in non-
shaken conditions could be explained by the fact that the moment of oxygen addition and metabolizing 
is drastically different between the yeast growth and stationary phase (Anderson and Kirsop, 1975; 
Blateyron and Sablayrolles, 2001). For example, in a brewing context, when oxygen is added during 
the fermentation, a decreased production of higher alcohol acetates can be observed (Anderson and 
Kirsop, 1975; Malcorps et al., 1991), thus supporting our observations (S6 Table). Conversely, oxygen 
addition has been reported to increase the concentration of ethyl esters and to reduce the 
concentration of acetate esters and higher alcohols (Bertrand and Torres-Alegre, 1984). These 
seemingly contradictory results can be also due to strain-by-oxygenation interactions. Indeed 16 of the 
32 compounds assayed showed strain x environment interactions. This method could be therefore 
useful in the future to better investigate the physiological and enological consequences of micro-
oxygenation for up to very large panels of yeast strains. 
Thanks to this setup, we gained insight on other GxE interactions between wine strains and 
environmental conditions. For example, GN maintained a constant level of acetic acid in M15, 
regardless of the level of micro-oxygenation. This particular feature, which is a relevant trait in enology, 
suggests that acetic acid metabolism is poorly impacted by hypoxia in this strain. Another interaction 
was observed for the strain M2, for which the long lag phase observed in sulphited grape must (SB14) 
is reduced by the micro-oxygenation. Those preliminary observations open perspectives for studying 
the phenotypic response of yeast strains to micro-oxygenation at a large scale. 
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Survey of the fermentation properties of 35 enological strains 
in five grape musts 
As a matter of proof, we measured the technological properties of 35 strains including 31 industrial 
starters. After three weeks of fermentation, we measured in the same batch 11 traits in five different 
grape juices (350 fermentations), supporting the efficiency of the method for high throughput 
phenotyping. We have observed an important grape must effect on the phenotypes (Table 2). This 
effect was generated by the basic physicochemical characteristics of the grape musts (concentration 
of sugar, malic acid, and SO2 etc.). In order to go beyond this effect, the response of each strain was 
normalized according to the grape juice eliminating the media effect but also the possible GxE 
interactions. The correlation analysis of traits measured in five conditions reinforces the robustness of 
these links and ensures the generalization of the conclusions that can be drawn. Interestingly two 
relevant correlations were found. A strong relation was identified between malic acid and kinetic 
parameters (T35, T50 and T80). Thus, fast fermenting strains were also those consuming more malic 
acid. This had already been reported in an isogenic context for the ML01 strain, which has been 
genetically modified to carry out the malolactic fermentation (Husnik et al., 2007). ML01 has a higher 
fermentation rate than the parental strain due to the deacidification of the media caused by the malic 
acid consumption. However, this effect was reported only in low pH conditions. Because the pH of the 
grape musts used in our study range from 3.19 to 3.58, other mechanisms might be involved. For 
example it is known that malic acid plays an important role in carbon metabolism. During 
fermentation, its decarboxylation provides pyruvate which could play an anaplerotic effect on biomass 
and/or on ethanol synthesis (Saayman and Viljoen-Bloom, 2006; Volschenk et al., 2003). A second 
positive correlation was found between the duration of the lag phase (lp) and the glycerol production, 
suggesting that strains with long lag phase produce more glycerol. At the beginning of fermentation, 
the glycerol production is critical for restoring the redox balance by regenerating the NAD+ consumed 
by the glycolysis (Ansell et al., 1997). Indeed, at that stage, the regeneration of NAD+ by alcohol 
dehydrogenase is inhibited by the formation of acetaldehyde-SO2 complexes. Thus, strains unable to 
initiate rapidly the alcoholic fermentation have to cope with NAD+ depletion and may have be selected 
for their high glycerol production level.  
The dataset generated was also useful for evaluating the technological performance of the strains. This 
comparison revealed groups of strains with distinct phenotypic profiles. For example, all the strains of 
the groups C and D (Fig 7) have the highest fermentation rate but are mainly discriminated by their 
glycerol and SO2 production levels. This might suggest that commercial strains well adapted to 
winemaking conditions have undergone different adaptive routes that have modelled their central 
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metabolism. The phenotypic robustness of strains fermenting in various grape juices has been also 
evaluated. Although this characteristic has been poorly investigated in the past, robustness is a critical 
factor to take into account in yeast selection. Surprisingly, only few strains are robust to environmental 
changes and are able to ensure stable phenotypes in a wide range of grape musts. Indeed, most of the 
strains showed fluctuating phenotypes according to the grape must. This result demonstrates that the 
use of grape musts of different origin are useful for detect industrial strain weakness to particular 
conditions such as high SO2 or low nitrogen content. Thanks to our dispositive, additional 
fermentations carried out with more characterized matrixes will be helpful for identifying biochemical 
factors (amino acids, vitamins, cofactors or polyphenols) triggering inappropriate phenotypic 
responses of commercial strains.  
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S1 Fig SV setup 
On the left, a SV filled with 5 mL of grape juice (SB14) and with a hypodermic needle to allow the CO2 
release. On the right 70 vials on a rack illustrating the possibility of managing hundreds of 
fermentations in parallel. 
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S2 Fig Oxygen impact on ester production 
Panel A. The data shown are the mean proportion of PhC2C2 to C2PhC2 of the 4 strains in 2 replicates, 
the error bars represent the standard error. Different letters indicate significant differences between 
groups (Tukey's honest significant difference test, significance level, α = 0.05).Panel B. The data shown 
are mean of 2 replicates, the error bars represent the standard error. Different letters indicate 
significant differences between groups (Tukey's honest significant difference test, significance level, α 
= 0.05). Table represents ANOVA results (pval, and % of variance explained). 
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S3 Fig Correlations between traits 
Scatter plots of correlated traits. Each dot represent the average phenotypic values of a strain across 
the 5 grape must from the normalized dataset. The blue line represents the linear regression line and 
the shaded area represents the confidence interval of the regression (0.95). 
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S4 Fig Comparison of the phenotypic values between robust and non-robust strains 
according to grape musts. 
The data shown are the mean of 8 strains (non-robust group) or 27 strains (robust group), the error 
bars represent the standard error. Different letters indicate significant differences between groups 
(Tukey's honest significant difference test, significance level, α = 0.05). 
 
S1 Table yeast strains used 
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Metabolite Sample (µL) Dilution level Assay mix (µL) Enzyme (µL) 
acetaldehyde 50 1 160 5 
acetic acid 10 or 5* 1 200 20 
glycerol 10 1/40 192 2 
malic acid 10 1/10 222 2 
SO2 10 1 200 50 
pyruvate 30 or 10* 1 250 or 270* 2 
* respectively for white and red wine 
   
S2 Table Dilution and volume of sample used for robotic enzymatic assay 
 
S3 Table List of the 32 esters analyzed 
 
S4 Table SB14 dataset 
Data presented are the mean of six fermentation replicates of SB 14 grape must. The residual sugars 
(glucose + fructose) at the end of the fermentation was not shown and was always lower than 1.5 g.L-
1. Statistical differences within strains and modalities was assayed by Tukey's honest significant 
difference test, significance level, α = 0.05, the different groups were shown by a letter code: groups 
sharing the same letter are non-significantly different.  
 
S5 Table - Average coefficient of variation for the different traits 
The data presented are the average coefficients of variation (CV in %) calculated from the CV values 
obtained for each strain with 6 replicates 
 
S6 Table Esters dataset 
 
S7 Table Micro-oxygenation and grape must interaction dataset 
 
S8 Table phenotypic data of 35 commercial strains in 5 grape juices (raw data) 
 
S9 Table phenotypic data of 35 commercial strains in 5 grape juices (centered reduced 
data) 
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3 Réflexions sur l’étude de phénotypes œnologiques à 
large échelle (éléments de de discussion) 
 Des fermentations à large échelle pour mieux étudier les 
facteurs physicochimiques pertinents en œnologie. 
La méthode mise en place permet de multiplier le nombre de conditions de fermentations et de 
souches testées. Cela peut être avantageusement exploité afin d’acquérir une meilleure 
compréhension des facteurs qui affectent les caractéristiques des vins produits. Le processus 
d’élaboration du vin se caractérise en effet par l’utilisation d’une matière première dont la composition 
physico-chimique est très variable. Elle dépend du millésime, du cépage, du terroir, des opérations 
pré-fermentaires, du traitement de la vendange, de la température de fermentation, etc. Il a déjà été 
montré que le pH (Charoenchai et al., 1998; Gao and Fleet, 1988; Heard and Fleet, 1988; Morata et al., 
2006), la température (Charoenchai et al., 1998; Cottrell and Lellan, 1986; Gao and Fleet, 1988; 
Gardner et al., 1993; Heard and Fleet, 1988; Marullo et al., 2009; Morata et al., 2006; Torija et al., 
2003), la composition initiale du moût en sucre (Berthels et al., 2004; Blateyron and Sablayrolles, 2001; 
Charoenchai et al., 1998), en azote assimilable (Bell and Henschke, 2005; Monk, 1982), lipide 
(Fornairon-Bonnefond et al., 2003; Luparia et al., 2004; Varela et al., 2012) ou en vitamine (Monk, 
1982; Ough et al., 1989) affectait des traits fermentaires. De façon encore plus marquante, la 
composition chimique et les propriétés aromatiques des vins varient fortement avec la matrice de jus 
de raisin et les procédés vinicoles utilisés (Ribéreau-Gayon et al., 2006b). Bien que de larges 
connaissances aient été acquises dans le passé, les expériences conduites ne comportent qu’un 
nombre relativement faibles de conditions, ce qui empêche d’avoir une vision intégrative et globale 
permettant d’étudier les interactions entre les différents facteurs technologiques et physico-
chimiques connus ou encore non identifiés. Notre méthode offre la possibilité de mieux caractériser 
ces facteurs et leur degré d’interactions. 
Nous proposons dans cette thèse d’étudier des phénotypes fermentaires mesurés dans des moûts 
naturels plutôt que synthétiques. L’utilisation de matrices naturelles permet en effet de se rapprocher 
des conditions œnologiques. Grâce au faible volume nécessaire, 30 litres de moût peuvent servir à 
réaliser le nombre conséquent de 6000 fermentations. Ce volume permet de garantir des stocks afin 
d’assurer une étude répétable dans le temps. Une des limites de notre méthode reste l’utilisation de 
moût de thermovinification pour la fermentation de vins rouges. Ainsi traités les jus de raisins sont 
enrichis en composés d’intérêts comme les polyphénols et il devient possible d’éliminer la phase solide 
constituée des pellicules. Ce type de matrice est adapté aux fermentations en petit fermenteurs 
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permettant une répartition homogène du liquide. En revanche il n’est pas connu dans quelle mesure 
cette phase homogène affecte la cinétique et la composition en composés volatile du vin. Des systèmes 
de micro vinification en phase solide sont été développés à l’ISVV (Thèse Marine Trujillo + Hall de 
technologie), il serait intéressant de comparer les cinétiques, les teneurs en oxygène dissous et les 
composés volatiles produits afin d’estimer la fidélité de notre méthode vis à vis de conditions plus 
proche de la pratiques.  
 Avantages de l’étude des conditions environnementales 
chez une large population 
Dans la littérature, l’étude des facteurs environnementaux influençant la fermentation est relatée sur 
une ou quelques souches. Les résultats rapportés dans ce chapitre montrent que certains caractères, 
sont sujets à de fortes interactions avec le facteur moût. Ainsi dans la Fig 17 (p 43), le facteur moûts 
affecte particulièrement la production d’acide acétique alors que les principaux paramètres 
physicochimiques sont équivalents (sucre, azote) ne sont pas directement impliqués. Il semble donc 
que ces paramètres ne soient pas les seuls facteurs clés de cette variation. Ceci suggère que les facteurs 
qui impactent la production d’acide acétique des souches sont complexes et encore mal compris. Par 
exemple, toutes les souches sauf GN augmentent leur production d’acide acétique en réponse à une 
plus faible micro-oxygénation (Fig 4 de l’Article 1, p 61). Dans ce travail nous avons pu comparer en 
une seule expérience le comportement de 35 des souches commercialisées. Identifier leurs points 
faibles dans certains moût/conditions offre des pistes pour positionner ces souches sur le marché 
notamment par rapport à la concurrence. Par exemple, les souches (C1, C11, C31) ont une phase de 
latence longue dans les moûts dont la concentration en sulfite initiale est élevée et ne paraissent pas 
adaptées à ce type de matrice (Zimmer et al., 2014). 
L’analyse d’un nombre important de souches permet d’étudier des relations intéressantes entre des 
traits. La corrélation la plus frappante concerne la vitesse de fermentation et la consommation d’acide 
malique (Fig 6, panel B, de l’Article 1, p 65). Bien que des causes physiologiques telles que la diminution 
de pH ou le rôle anaplérotique de l’acide malique puissent expliquer cette corrélation, il est difficile de 
savoir s’il existe une véritable causalité entre ces traits. En effet certains individus échappent à la règle 
générale de la corrélation observée. Cette dernière pourrait donc être le fruit d’une population 
structurée ayant suivi le même chemin évolutif. Beaucoup des souches commercialisées en œnologie 
proviennent de croisements entre souches déjà utilisées ce qui pourrait expliquer la présence d’un 
profil phénotypique similaire. C’est ce degré de parenté élevé entre les souches étudiés qui pourrait 
générer l’apparition de corrélations de l’ordre de celles qui ont été obtenues dans cette étude. 
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 Discussion sur la pertinence des vials  
Il est naïf de penser que des fermentations de 5 mL puissent correspondre à celles menées au niveau 
industriel dans des volumes de plusieurs hectolitres. Cependant les valeurs relatives de plusieurs traits 
observés entre des souches industrielles dans des plus gros volumes ont été confirmée ce qui montre 
que des caractères tels que la cinétique de fermentation, la consommation d’acide malique et la 
production de glycérol sont robustes au changement d’échelle. Le principal écueil de notre système 
est sa sensibilité au niveau d’oxygénation. En effet, au cours des étapes de mise au point, nous avons 
identifiés de nombreux paramètres techniques pouvant affecter la fermentation dans les vials. Ainsi, 
un vial insuffisamment hermétique à cause du serrage trop lâche du bouchon, un filetage ébréché, un 
septum mal fixé etc., peut générer d’importantes variations entre les réplicats techniques. En 
maitrisant ces variations, nous avons développé une méthode originale permettant de mimer à grande 
échelle l’effet de la micro-oxygénation sur la fermentation.  
Bien que nous ayons tenté d’approcher les conditions œnologiques, Il est difficile d’estimer le transfert 
réel d’oxygène au cours de la fermentation. Notre dispositif ne permet pas de contrôler un ajout 
d’oxygène précis, mais fourni une agitation homogène qui assure une oxygénation du milieu avant la 
fermentation alcoolique. Une fois la fermentation démarrée la levure consomme entièrement 
l’oxygène dissous dans le milieu et sa valeur reste nulle tout au long de la fermentation. C’est pourquoi 
nous avons estimé un transfert « à vide » sans levure (Fig 3, panel A, de l’Article 1, p 58). Par 
conséquence, nos estimations de transfert d’oxygène ne concernent que le début de la fermentation 
au moment où le CO2 n’est pas encore dégagé. 
L’utilisation de petits volumes peut être un handicap pour réaliser des prélèvements réguliers en cours 
de fermentations afin d’effectuer des études cinétiques de composés ou de biomasse. Ce handicap 
peut être dépassé en sacrifiant un vial à chaque temps voulu. Le petit volume convient parfaitement 
aux analyses par dosage enzymatiques qui ne nécessitent que des quantités d’échantillons de l’ordre 
de la dizaine de microlitres. Cela s’avère en revanche plus compliqué pour d’autres types d’analyses 
qui requièrent des volumes plus importants. Cela a été le cas par exemple pour le dosage des esters 
apolaires qui nécessitent un volume de 10 mL et pour lequel le volume de deux réplicats a dû être 
utilisé. 
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Chapitre 2: Dissection des bases moléculaires qui 
contrôlent la plasticité phénotypique de 
Saccharomyces cerevisiae dans des jus de raisins 
naturels 
 
« Il me semble que la nature, moins libre que les vieux poètes, devait se servir à peu près exclusivement 
des éléments communs à la famille et je ne pouvais lui attribuer tel pouvoir qu’elle fit avec des 
matériaux analogues à ceux qui composaient un sot et un rustre, un grand esprit sans aucune tare de 
sottise, une sainte sans aucune souillure de brutalité. » 
Marcel Proust, incrédule devant le pouvoir combinatoire de la méiose, dans À la recherche du temps 
perdu, Le Côté de Guermantes. 
 
82 
 
82 
Chapitre 2: Dissection des bases moléculaires qui contrôlent la plasticité phénotypique de 
Saccharomyces cerevisiae dans des jus de raisins naturels 
1 Problématique 
Dans ce chapitre nous répondons à deux questions principales. i- De quelle manière les conditions 
environnementales affectent le déterminisme génétique des caractères quantitatifs des levures 
œnologiques ? ii- Quelle est la répercussion du choix des parents sur la détection des QTLs ? Des 
éléments de réponse sont présentés dans l’Article 2 présenté dans la deuxième partie de ce chapitre : 
“Dissection of the molecular bases of genetic x environment interactions in Saccharomyces cerevisiae 
according to wine making practices”. 
Notre dispositif expérimental nous a également permis de réaliser une cartographie de QTL dans des 
descendances issues de deux hybrides quasiment isogéniques. Nous montrons ici que des 
phénomènes génétiques non mendéliens tels que la ploïdie, la nature du génome mitochondrial et des 
réarrangements chromosomiques ponctuels façonnent un microenvironnement génétique qui 
influence fortement la détection de QTLs. La présentation de ces résultats originaux n’a pas pu être 
organisée sous forme d’article scientifique. Les principaux résultats obtenus seront présentés après 
l’Article 2. Ils soulignent l’existence probable d’interactions nucléo-cytoplasmiques liées à l’hérédité 
mitochondriale, à la modification possible de l’environnement cellulaire liée à la ploïdie et l’impact fort 
de phénomènes de recombinaison mitotiques. Ces trois phénomènes rajoutent un niveau de 
complexité inattendu dans le déterminisme génétique déjà complexe des traits étudiés. 
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2 L’impact du matériel génétique 
 Le choix des souches parentales 
Afin de cartographier avec une bonne précision des QTLs, il est important de disposer d’un nombre 
suffisant de marqueurs en ségrégation. C’est sans doute pour cette raison que les premiers travaux de 
cartographie de QTL initiés chez la levure ont été réalisés à partir de souches très distantes sur le plan 
génétique et provenant de niches écologiques différentes (Brem et al., 2002; Steinmetz et al., 2002; 
Winzeler et al., 1998). Dans une recherche à caractère appliquée comme la nôtre, le choix des parents 
est souvent imposé par la problématique posée. Au laboratoire, l’objectif est d’identifier des variations 
génétiques qui contrôlent la performance de levures industrielles de vinification. Pour cette raison, le 
choix des souches parentales s’est dirigé vers des clones monosporiques dérivés de souches 
commerciales. Les variations génétiques rencontrées chez de telles souches sont en effet susceptibles 
de contenir un pool d’allèles adaptés aux conditions de vinification.  
Au sein de l’espèce S. cerevisiae, les levures œnologiques industrielles forment un groupe relativement 
homogène, ayant subi une histoire évolutive convergente façonnée par leur domestication par 
l’homme (Borneman et al., 2011; Legras et al., 2007; Liti et al., 2009; Schacherer et al., 2009). Le choix 
de souches génétiquement peu variables peut donc s’avérer risqué. Plusieurs travaux ont cependant 
démontrés que des descendances obtenues à partir de croisements entre souches œnologiques 
permettent la détection de QTLs (Brice et al., 2014; Huang et al., 2014; Martí-Raga et al., 2017; Marullo 
et al., 2007; Zimmer et al., 2014). Toutefois, les auteurs ont systématiquement privilégié des souches 
parentales ayant des profils opposés pour les phénotypes considérés. Entre autres, le travail présenté 
au cours de ce second chapitre évalue quelle est l’influence des relations génétiques et phénotypiques 
des souches parentales sur la détection de QTLs.  
 Présentation des deux croisements utilisés  
Dans le but d’élargir la variabilité génétique considérée, quatre souches parentales ont été utilisées 
dans ce travail. Les souches M2, F15, SB, et GN sont des clones monosporiques issus de souches 
commercialisées respectivement par les sociétés Lallemand (Enoferm M2) et Laffort (Zymaflore F15, 
Actiflore BO213 et Zymaflore VL1). Les couples SB vs GN et M2 vs F15 présentent des relations 
génétiques et phénotypiques différentes. Dans le précédent chapitre, nous avons montré que les 
profils phénotypiques de ces quatre souches sont distincts dans cinq jus de raisins (Fig 7, Article 1, 
p 66). Dans une condition particulière (M15), les souches SB et GN ont des profils phénotypiques 
opposés tandis que les souches M2 et F15 sont modérément distantes. Ces résultats sont comparés à 
ceux obtenu pour un panel de 31 souches commerciales (Fig 5, Article 1, p 63). Les distances 
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phénotypiques relatives entre les deux couples varient du simple au triple (Fig 2, Article 2, p 96). Cette 
divergence se retrouve également sur le plan génétique. L’utilisation de marqueurs neutres et 
polymorphes a établi que les souches SB et GN sont génétiquement éloignées tandis que les souches 
M2 et F15 présentent une distance génétique modérée comparée à la distance moyenne mesurée 
entre 96 souches industrielles du vin (Fig 2, Article 2, p 96). Grâce à ces deux populations nous avons 
pu évaluer si des distances génétiques et phénotypiques relativement faibles (cas de M2xF15) sont 
suffisantes pour identifier des QTLs et si leur nombre et leur effet sont comparables à ceux obtenus 
avec une population plus divergente sur le plan génétique (cas de SBxGN). 
2.2.1 Construction des descendances  
Dans l’Article 2 les populations de descendants utilisées sont équivalentes en taille : 95 et 94 individus 
respectivement pour les croisements M2xF15 et SBxGN. Ces descendants ont été respectivement 
obtenus par Miguel Roncoroni et Maria Marti Raga (au cours de leur thèse de doctorat respectives 
(Raga, 2015; Roncoroni, 2014)). La population M2xF15 a déjà été utilisée dans un programme QTL 
visant à expliquer la production de Sulfure d'hydrogène (H2S) en œnologie (Huang et al., 2014). C’est 
grâce aux professeurs Vladimir Jiranek (Université Adélaïde) et Richard Gardner (Université Auckland) 
que nous avons pu bénéficier de cette population ainsi que des données génomiques relatives à cette 
population. Ces deux populations ont été obtenues en utilisant la même stratégie. Les quatre souches 
parentales sont des clones monosporiques diploïdes entièrement homozygotes obtenues par la 
sporulation des souches industrielles correspondantes. Pour cela, les asques obtenues après 
sporulation ont été disséqués et les spores isolées à l’aide d’un micro-manipulateur. Les hybrides 
M2xF15 et SBxGN ont été également obtenus par micromanipulation en appariant les spores de 
chaque souche parentale sur gélose. Après sporulation, les tétrades de ces hybrides ont été disséquées 
et les spores isolées afin d’obtenir les ségrégants analysés dans ce travail. Leur mode d’obtention fait 
de ces clones des souches non OGM qui sont donc directement utilisables dans des programmes de 
croisement. 
2.2.2 Cartes génétiques utilisées 
Chaque clone monosporique des populations M2xF15 et SBxGN a été génotypé par une approche de 
séquençage à haut débit (Huang et al., 2014; Martí-Raga et al., 2017). Cette stratégie délivre des cartes 
génétiques saturées permettant la détection de QTLs avec une précision élevée (Bloom et al., 2013; 
Huang et al., 2014; Martí-Raga et al., 2017; Wilkening et al., 2014). Ces cartes bi alléliques sont 
présentées dans la Fig 20. Les marqueurs sont répartis de manière homogène le long du génome sauf 
pour la carte génétique SBxGN pour laquelle le chromosome IX n’est que faiblement couvert 
(11 marqueurs pour une longueur totale de 437 kb). Ce manque de couverture est lié à une aneuploïdie 
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de SB pour ce chromosome. La présence de cette aneuploïdie a été détectée par puce à ADN (Marullo 
et al., 2007a) et confirmée par séquençage (Martí Raga, communication personnelle). La présence de 
cette copie surnuméraire fausse la détection de marqueurs pour une grande partie du chromosome. 
De plus, la détection de l’aneuploïdie du chromosome IX au sein de la descendance est difficile à cause 
du faible taux de couverture utilisé pour construire la carte. Les deux cartes possèdent respectivement 
3433 et 8378 marqueurs en ségrégation pour les croisements SBxGN et M2xF15 (0,3x et 0,6x 
marqueur/kb). 
 
 
Fig 20 Les cartes génétiques utilisées pour la détection de QTL. 
Panel A. Carte génétique utilisée pour les descendants de SBxGN qui contient 3433 marqueurs. 
Panel B. La carte génétique utilisée pour les descendants de M2xF15 qui contient 8378 marqueurs. 
Chaque trait vertical le long des chromosomes représente un marqueur. 
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3 L’impact des conditions environnementales 
 Pourquoi étudier les interactions entre gène et 
environnement ? 
L’effet d’un allèle peut varier en fonction de l’environnement. Cette interaction est abrégée en GxE 
pour (gene-environnement interaction). Au sein d’une population, la ségrégation d’allèles dont les 
effets varient en fonction de l’environnement est à l’origine de réponses phénotypiques différenciées 
entre les souches. Une distinction très schématique d’un QTL interagissant ou non avec 
l’environnement est représentée dans la Fig 21. 
 
Fig 21 Effet d’un QTL sans GxE et d’un QTL avec GxE 
Pour le QTL I, la comparaison des souches qui possèdent l’allèle 1 avec celles qui possèdent l’allèle 2 
montre que le QTL a le même effet peu importe la condition A ou B. Dans ce cas les souches ont la 
même réponse phénotypique d’une condition à l’autre (normes de réaction parallèles). Pour le QTL II, 
la comparaison des souches qui possèdent l’allèle 1 avec celles qui possèdent l’allèle 2 montre que le 
QTL n’a pas d’effet dans la condition A et a un effet dans la condition B. Cette interaction génère une 
réponse phénotypique différenciée des souches (normes de réaction divergentes). Celles qui 
possèdent l’allèle 1 ont une valeur phénotypique qui augmente légèrement dans la condition A par 
rapport à la condition B tandis que celles qui possèdent le génotype 2 ont une valeur phénotypique 
qui augmente fortement en condition B par rapport à la condition A. 
 
L’identification des facteurs génétiques qui expliquent les réponses phénotypiques différenciées entre 
les souches revêt une importance particulière en œnologie où les conditions de vinifications sont très 
changeantes (millésimes, cépages, terroirs, itinéraires de vinification…). En effet, le vinificateur 
souhaite utiliser des souches robustes aux variations environnementales afin d’assurer le bon 
déroulement de la fermentation alcoolique dans une large gamme de conditions. La détection de QTLs 
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dans plusieurs conditions permet d’évaluer et de quantifier leur niveau d’interaction avec les 
environnements testés (Pigliucci, 2005). Cette estimation des effets d’interaction catégorise les QTLs 
et permet leur exploitation de manière adaptée. Ainsi, un marqueur ayant un effet robuste à travers 
plusieurs conditions est un bon candidat pour l’amélioration globale de la performance d’une souche 
pour le trait concerné (QTL I, Fig 21). De son côté, un marqueur dont l’effet varie en fonction de 
l’environnement permettra d’expliquer une partie de la réponse phénotypique différenciée des 
souches qui le porte. Il peut être alors un bon candidat pour corriger un caractère non optimal qui 
survient dans une condition spécifique (QTL II, Fig 21). Dans un travail précédant réalisé au cours de la 
thèse de Maria Marti Raga, nous avons étudié l’effet des gènes PMA1 et VMA13 associés à deux QTLs 
dont les effets varient face aux variations du pH (Martí-Raga et al., 2017). Cependant, l’évaluation de 
l’effet GxE a été réalisée a posteriori, une fois les deux QTLs détectés dans un unique environnement. 
La démarche de cette thèse permet l’identification systématique de ce type d’interaction GxE. La 
recherche de conditions produisant des réponses phénotypiques différenciées a été décrite dans le 
chapitre 1. A la lumière des résultats obtenus, deux conditions environnementales spécifiques ont été 
retenues pour réaliser la détection de QTLs.  
 Dispositif expérimental proposé 
La cartographie des QTL a été réalisée dans trois conditions de fermentations contrastées en faisant 
varier la nature du cépage Merlot/Sauvignon Blanc et les conditions de micro-oxygénation. Les trois 
conditions de phénotypage effectuées sont M15 avec agitation, (M15_Sk), SB14 avec agitation 
(SB14_SK) et M15 sans agitation (M15) (Fig 1, Article 2, p 94). Le premier chapitre montre l’étude de 
différents paramètres œnologiques sur la réponse phénotypique des souches œnologiques. L’étude 
menée sur plus de 30 souches industrielles montre que la réponse phénotypique est différemment 
affectée. Après avoir testé différents facteurs pertinents en œnologie (SO2, sucre, azote, micro-
oxygénation et jus de raisin) notre choix s’est arrêté sur deux d’entre eux. Le premier paramètre retenu 
est la nature du cépage. Le second est l’effet de la micro-oxygénation en conditions vin rouge.  
3.2.1 Effet cépage (GM) 
Le paramètre ayant visiblement le plus d’effet sur la réponse phénotypique des souches est la nature 
du moût. En effet la réponse des quatre souches parentales dans cinq moûts différents est 
particulièrement contrastée. Pour cela le phénotypage a été effectué dans deux moûts (SB14 et M15) 
qui généraient les réponses phénotypiques les plus différenciées. Le choix d’utiliser deux jus de raisin 
provenant de matrices différentes (blanc et rouge) peut être critiqué sur le plan méthodologique. En 
effet, comparée à des milieux synthétiques définis ou à des moûts dont un seul paramètre serait 
modifié (azote, SO2, pH…), ces matrices s’opposent sur de nombreux points (cf. Table 1, Article 1, p 52). 
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Cependant ce choix nous ancre dans la réalité œnologique et permet d’appréhender pour la première 
fois les causes génétiques assurant une fermentation réussie d’un vin blanc ou d’un vin rouge. Cette 
démarche permettra de savoir si ces déterminants sont les mêmes ou si au contraire ils présentent 
une interaction forte avec le type de matrice. L’utilisation de matrices distinctes pour de nombreux 
paramètres garantie également l’identification potentielle de QTLs plus robustes que ceux identifiés 
dans un même moût mais modifié pour un seul paramètre.  
3.2.2 L’effet micro-oxygénation (µ-Ox) 
L’autre paramètre choisi est la micro-oxygénation. Bien que les volumes utilisés soient très éloignés de 
la pratique des chais, le premier chapitre a permis de montrer que les quantités d’oxygène transférées 
dans les vials étaient comparables à celles de la pratique œnologique. L’apport d’oxygène ayant à la 
fois un effet important et différentié sur de nombreux paramètres, nous avons considéré qu’il était 
pertinent d’un point de vue œnologique. Pour cela le phénotypage a été effectué en M15 avec ou sans 
agitation. De la même manière que le paramètre moût, la variation du paramètre micro-oxygénation 
permet de caractériser la robustesse des QTLs identifiés ainsi que leur implication dans les réponses 
phénotypiques différenciées des souches. 
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4 Principaux résultats 
Ce sous-chapitre a fait l’objet d’un article scientifique 
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Abstract 
The ability of a genotype to express different phenotypes according to its surrounding environment is 
known as phenotypic plasticity. Within different individuals of the same species, the phenotypic 
plasticity can vary greatly. This contrasted response is due to allelic variations and is called gene-by-
environment (GxE) interaction. Understanding GxE has also particular importance in agronomy where 
selected breeds and varieties may have divergent phenotypes according to their growing environment. 
Industrial microbes such as Saccharomyces cerevisiae are also faced to a large fluctuation of 
fermentation conditions that affects their technological properties. Findings the molecular 
determinism of such variations is a critical task in order to better improve breeding methods but also 
to understand the genetic bases of phenotypic plasticity. In this study we applied a QTL mapping 
program using two independent offspring (~100 progenies) in order to investigate the phenotypic 
response of yeast to wine fermentation. Thanks to high throughput sequencing approaches, both 
populations were genotyped providing saturated genetic maps of thousands markers. 
Linkage analyses allow the detection of 76 QTLs including 21 with significant interaction with 
environment. Molecular dissection of a major QTL showed that the sulfite pomp Ssu1p had a 
pleiotropic effect and impact phenotypic plasticity of wine fermentation traits. All together these 
results pave the way for exploiting and deciphering the genetic determinism of phenotypic plasticity. 
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Introduction 
Phenotypic plasticity is the ability of a genotype to produce distinct phenotypes in different 
environmental conditions and has been widely reviewed (Nussey et al., 2007; Pigluicci, 2005; West-
Eberhard, 1989). This changing phenotypic expression encompass various aspects of the organism’s 
life including ontogeny (Sultan, 2000), lifespan (Panowski et al., 2007; Whitfield et al., 2003), response 
to biotic (Agrawal, 2001; Leal et al., 2017) or abiotic factors (Nicotra et al., 2010; Shao et al., 2007), 
pathogen or disease susceptibility (Feinberg, 2007; Roux et al., 2010; Shields and Harris, 2000), and 
animal behavior (Feinberg, 2007; Sambandan et al., 2008). As a universal mechanism, phenotypic 
plasticity was reported in human (Feinberg, 2007), animals (Dixon, 1977; Panowski et al., 2007; Spitze, 
1992), plants (Sultan, 2000), and fungi (Rai et al., 2017; Slepecky and Starmer, 2009). At the population 
level, phenotypic plasticity can be considered as the average differences among different 
environments, across genotypes. This phenomenon is mainly explained by transcriptional (Aubin-
Horth and Renn, 2009; Schlichting and Pigliucci, 1993), post-transcriptional (Albertin et al., 2013), 
and/or epigenetics (Feinberg, 2007; Rai et al., 2017) regulations.  
Phenotypic plasticity can be also considered at the individual level (NUSSEY et al., 2007; Pigluicci, 
2005). In such case, this phenomenon is estimated by measuring the difference of trait values observed 
in various conditions for each single genotype. The phenotypic response pattern observed is called 
reaction norm. Among individuals of the same species, non-parallel norms of reaction are often 
observed in animals (Sae-Lim et al., 2015; Veerkamp et al., 1994), plants (Pigliucci and Kolodynska, 
2002; Rashwan, 2016) and fungi (Marullo et al., 2009). This genotype-specific response is due to 
genetic-by-environment interaction (GxE) of allelic variations having different effects according to 
external conditions. The genetic causes of GxE can be investigated at a genomic level by QTL mapping 
programs carried out in various environmental conditions. This strategy is commonly used for animals 
(Gutteling et al., 2007; Vieira et al., 2000), plants (Ungerer et al., 2003; Yang et al., 2016) and fungi 
(Bhatia et al., 2014; Smith and Kruglyak, 2008; Wei and Zhang, 2017; Yadav et al., 2016). Although, 
many QTL interacting with environment are often detected, the identification of the molecular bases 
of GxE at the gene level is far to be trivial and few molecular evidence has been reported in plants 
(Campitelli et al., 2016; Chiang et al., 2011) and yeast (Gerke et al., 2010; Martí-Raga et al., 2017). 
In agronomy, this concept has been integrated as a long time for ensuring the stability of domesticated 
plants and animal race across diverse uncontrollable macro environments (Ceccarelli et al., 1994; Kang, 
1997; O’Neill et al., 2010; Sae-Lim et al., 2015). Aside the species of agronomical interest, fungi and in 
particular yeast are eukaryotic organisms having an important economical impact. The baker yeast 
Saccharomyces cerevisiae, is by far the most relevant industrial microorganism since it is involved in 
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numerous fermented food products including bakery, winemaking and brewery (Sicard and Legras, 
2011). These processes can be better controlled, by using industrial starters that are subjected to 
genetic selection using breeding programs (Steensels et al., 2014). According to the composition of 
matrix to ferment, yeast are faced to various stress and conditions impacting their physiological 
responses. This is the case in winemaking where the initial composition of the grape must strongly 
impact the alcoholic fermentation ongoing. Indeed, grape cultivars, enological practices, terroir, and 
climate modulate biotic (sugar, nitrogen, lipids, vitamins concentration) and abiotic parameters 
(oxygen, temperature, turbidity) strongly shape the phenotypic plasticity of wine yeasts (Bell and 
Henschke, 2005; Berthels et al., 2004; Cottrell and Lellan, 1986; Fornairon-Bonnefond et al., 2003; 
Gardner et al., 1993; Luparia et al., 2004; Monk, 1982; Remize et al., 2000; Torija et al., 2003; Varela 
et al., 2012). Understanding how and why industrial starters have non-parallel norms of reaction is a 
critical challenge for industrial yeast selection. Therefore phenotypic robustness (also named 
canalization or homeostasis) is of great importance for selecting more robust individuals able to ensure 
successful fermentations in a wide range of conditions. Recently the QTL dissection of fermentation 
kinetics demonstrated that two genes involved in pH homeostasis showed GxE interaction according 
to wine pH (Martí-Raga et al., 2017). In the present work, we applied a QTL mapping program aiming 
to extensively identify QTLs interacting environmental conditions. Eleven quantitative traits related to 
alcoholic fermentation were measured for two distinct populations of ~100 progenies in three distinct 
conditions simulating diverse winemaking practices. The use of two independent backgrounds allows 
estimating the impact of the parental divergence on QTL dissection. High-density genetic maps 
generated by genome sequencing provide QTL detection at a gene level precision. Although most of 
QTLs are robust to environmental changes, striking GxE interactions were identified. One of them was 
explained at the molecular level revealing that the sulfite pump Ssu1p has a strong pleiotropic and 
plasticity role in wine fermentation. 
Results 
Experimental design 
This study proposes to find out at a large scale Quantitative Trait Loci interacting with the environment 
by using the model yeast Saccharomyces cerevisiae. As QTLs can be readily used in yeast breeding for 
strain improvement, this work was carried out in an enological context by measuring the phenotypic 
plasticity of wine yeast in three contrasted conditions met in winemaking. Two particular effects were 
investigated. (i) The phenotypic plasticity of yeast fermenting red or white grape musts (GM) was 
estimating by comparing M15_Sk (red) vs SB14_Sk (white) conditions, reflecting common types of 
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grape juice fermented in the world. (ii) The phenotypic response to micro-oxygenation (µ-Ox) in 
accordance with enological practices (Peltier et al. 2017) was estimated by comparing M15_Sk 
(shaken) vs M15 (unshaken) conditions. In order to have the broadest landscape of phenotypic 
plasticity, we performed QTL mapping in two distinct genetic backgrounds derived from commercial 
starters widely used in industry. The full experimental design is summarized in the Fig 1. Two main 
questions were then addressed. First, we evaluated if the genetic and/or phenotypic characteristics of 
parental strains impact the architecture of quantitative traits determinism. Second, we investigated if 
and how yeast strains display different norm of reaction according to the grape juice and the 
fermentation conditions used. 
 
Fig 1 Experimental design. 
Four diploid homozygous strains (SB, GN, F15, M2) were used to generate two independent hybrids 
(SBxGN and M2xF15) and their 94 and 95 segregants, respectively. The whole genome sequence of 
each parental strain and each progeny was obtained by high throughput sequencing and analyzed to 
get saturated genetic map (3433 and 8378 markers, respectively). The phenotypic characterization of 
the strains was carried out in three conditions (SB14_Sk, M15_SK and M15) in small volume vessels. 
Fermentation kinetics was monitored and six traits were computed: lag phase (lp), time required to 
produce 35, 50 and 80 g.L-1 of CO2 (t35g, t50g and t80g, respectively); glucose consumption rate in the 
first and the second part of the fermentation (V15_50 and V50_80, respectively). The concentrations 
of five end-point metabolites were also assayed by enzymatic methods (acetic acid, glycerol, pyruvate 
and SO2) or by weighting (CO2max). Grape pictures were reprinted from CC-BY licences, the copyright 
holders being Lebowskyclone (Merlot) and User:Vl (Sauvignon Blanc). 
Genetic and phenotypic relationships of the parental strains 
In order to estimate the genetic relationships between the four parental strains, 15 polymorphic 
microsatellite markers were used (Legras et al., 2007). The codominant allele set of each parental strain 
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was compared to those of 96 Wine Commercial Starters (WCS) figuring the overall diversity of 
S. cerevisiae wine group (S1 Table). This dataset was used to build a tree using the Bruvo’s distance 
(Fig 2, panel A). The pairwise Bruvo’s genetic distance between all the strains range from 0 (identical 
strains) to 0.924, with an average of 0.552. According to previous studies, the wine strain population 
is poorly structured. Four groups of strains (nodes with a bootstrap values higher than 85 %) were 
found. One of this group correspond to the Champagne-like strains that shows specific genetics 
features (Borneman et al., 2011; Legras et al., 2007). A second encompasses the strain Actiflore Bo213 
and the parental strains SB. As expected, the parental monosporic clones are closely related to their 
commercial ancestors (Actiflore BO213, Zymaflore VL1, Enoferm M2 and Zymaflore F15). Considering 
the overall genetic diversity of the S. cerevisiae species, the wine yeast cluster constitutes a quite 
homogenous group (Borneman et al., 2011; Legras et al., 2007). However, within this group the genetic 
relationships between parental pairs are different. The strains GN and SB are more divergent than the 
strains M2 and F15 (Bruvo’s genetic distance= 0.611 and 0.216, respectively) (Fig 2, panel B). Similar 
results were obtained by calculating the % of identity of a subset of 5281 polymorphic SNPs extracted 
from parental genomes (Sharma, personal communication). The relative phenotypic distances 
between parental strains was estimated using the phenotypic values of eight fermentation traits 
measured in five grape musts for 35 strains previously obtained (Peltier et al. 2017). In order to 
represent the genetic diversity of commercial starters, the sampled strains belong to the different 
branches of the tree shown in Fig 2, panel A. The pairwise Euclidian’s phenotypic distance between all 
the strains range from 0.73 (similar strains) to 9, with an average of 3.7. The strains SB and GN are 
phenotypically very different (9) while F15 and M2 have more similar phenotypes (3). All together, 
these results demonstrate that the hybrids used for QTL mapping (M2xF15 and SBxGN) were obtained 
from independent strains showing either moderate or high genetic and phenotypic distances. 
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Fig 2 Genetic distance between parental strains 
Panel A. Genetic relationships between 96 commercial wine yeast strains and the four parental 
monosporic clones GN, M2, F15 and SB used in this work (diamonds). The dendrogram tree was built 
using Bruvo's distance and Neighbor-Joining's clustering strains from the inheritance of 15 polymorphic 
microsatellites described by Legras et al (Legras et al., 2007). Black dots represents nodes 
encompassing group of strains highly similar (bootstrap values >85). Among the strains genotyped, 31 
Commercial Wine Strains (CWS) have been previously phenotyped and covered all the branches of the 
tree (blue squares). Panel B. The distribution of the Bruvo’s distance for all genotyped strains. The 
relative distances between SB vs GN and M2 vs F15 are 0.61 and 0.22, respectively. Panel C. The 
distribution of the phenotypic distance computed for 35 strains (31 CWS and the 4 parental strains). 
The data used eight traits in five grape musts and were obtained from (Peltier et al.). Dashed lines 
shows the relative distance between parental pairs SB vs GN and M2 vs F15.  
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Meiotic recombination emphases phenotypic novelty whatever 
the cross tested 
By implementing alcoholic fermentations in small volume, eleven heritable traits were measured in 
three grape must/conditions for 195 strains in duplicate constituting a data set of 14000 data points 
(S2 Table). From fermentation kinetics, six representative traits were extracted: the lag phase duration 
(lp), the time to produce various amount of CO2 (t35g, t50g and t80g), fermentation rate during the 
first (V15_50) and the second part of the fermentation (V50_80). Moreover four metabolites present 
at the end of the fermentation were measured by enzymatic assay: acetic acid, glycerol, pyruvate and 
SO2. All the fermentations were completely achieved since the residual sugars at the end of the 
reaction was less than 2 g.L-1. The main product of alcoholic fermentation was measured by estimating 
the CO2max produced, which is stoichiometric to ethanol. The inheritance of those eleven quantitative 
traits was calculated for each cross and condition (Fig. 3, panel A). Except for lp in M15_Sk, CO2max in 
M15 and Glycerol in SB14_Sk that generated less than 0.3 of heritability for both crosses, most of the 
traits are highly heritable since 75 % of them has h2 values upper than 0.5. Considering all the traits, 
each cross-by-environment combination have distinct heritability profile. Hierarchical clustering 
grouped them by environment rather than by cross (Fig. 3, panel A).  
The overall level of phenotypic segregation of both offspring was estimated by computing the 
Euclidean distances within each progeny clones. The trait values for each condition were normalized 
(center-reduced) for preventing scale effects and only one kinetics trait (t80g) was used since most of 
them are strongly correlated (see method) (Fig 3, panel B). The parental pairwise distances confirmed 
that SB vs GN are phenotypically more divergent than M2 vs F15 (Euclidian distance = 7.6 and 2, 
respectively). These contrasted relationships do not impair a wide segregation in both progeny 
populations. Indeed, the distributions of phenotypic distances are similar between the M2xF15 and 
SBxGN progenies illustrating that meiotic segregation generated a burst of phenotypic novelty (Fig 3, 
panel B). Strikingly, the phenotypic magnitude generated was higher than those observed for the panel 
of 31 representative commercial starters phenotyped in the same conditions (S1 Fig). As a direct 
consequence, the percentage of transgressive progenies is much higher in the M2xF15 background 
except for the CO2max and pyruvate (Fig 3, panel C). The percentage of transgression in both offspring 
is illustrated for the t80g measured in M15_Sk Fig 3, panel D. All together, these biometric analyses 
indicated that meiotic segregation generated an important and similar phenotypic diversity despite 
the contrasted relationships of parental pairs. In contrast, the relative phenotypic distance of parental 
strains has a strong effect on the transgression level observed. In both cases, the phenotypic variability 
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generated significantly overpasses that found in a wide panel of commercial starters underlining the 
power of meiotic segregation to generate phenotypic novelty. 
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Fig 3 Phenotypic distribution patterns differs in the two progeny population.  
Panel A. Heritability calculated for each trait according to cross and condition. Panel B. Dashed lines 
shows the phenotypic distance between parental strains. Shaded areas show the distribution of the 
phenotypic distance within progenies. Panel C. Average percentage of transgression per trait in the 
three conditions according to the cross. Color key is scaled by traits, dark green means high 
transgression level and dark red low transgression level. Panel D. The distributions of V50_80 (M15_Sk 
condition) illustrate the transgression discrepancy observed between the two crosses. Each dot 
represents a strain value ordered according to the rank, parental phenotypes are indicated by arrows. 
Dashed vertical lines represent the upper and lower limits set for considering transgressive progeny 
clones. 
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Distribution of individual reaction norms in segregating 
populations 
The phenotypic plasticity was then analyzed for both progeny population. First, the impact of the cross 
was tested using the linear model LM1 that estimates the effects of cross (C) and environment (E) as 
well as their primary interaction (C*E) (S3 Table). Analysis of variance shows that the sum of C and C*E 
have very low effects (below 3.4 % in average) for all phenotypes. This result means that both crosses 
have the same phenotypic response to environmental changes. The environmental conditions (µ-Ox 
and GM) affected the traits in different manners. Three representative patterns of phenotypic 
response were shown Fig 4; the full details are given in the S4 Table. As the two grape musts (SB15 and 
M14) used have different composition for SO2 (34 mg.L-1 vs 46 mg.L-1) and initial sugars (194 g.L-1 vs 
219 g.L-1), the SO2 and CO2 (Fig 4, panel A) produced were directly impacted by the grape juice matrix. 
In contrast, other traits such as glycerol (Fig 4, panel B) and acetic acid are only mainly impacted by µ-
Ox. Indeed, in accordance with previous reports, an increased µ-Ox level increase glycerol production 
and decrease acetic acid production (Gardner et al., 1993; Peltier et al.; Remize et al., 2000; Valero et 
al., 2002). Some traits are influenced by both parameters (GM and µ-Ox) including the kinetic 
parameters like V50_80 (Fig 4, panel C). The influence of sugar content and µ-Ox on kinetic parameters 
has been also described (Fornairon-Bonnefond et al., 2003; Varela et al., 2012). Finally, pyruvate 
production was slightly impacted by the environmental conditions. 
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Fig 4 Environmental impact on quantitative traits 
Distribution of the phenotypic values according to fermentation conditions. Vertical dashed lines 
indicate the average value in each condition. CO2max is mainly impacted by grape must (Panel A), 
glycerol mainly by micro-oxygenation (Panel B) and V50_80 by both (Panel C). 
 
In order to estimate the reaction norm at the strain level, the variation of each trait was decomposed 
by a second linear model (LM2 see methods). In this model, the overall genetic impact is decomposed 
into S and S*E components. S represents the constant strain effect across the three conditions (i.e. 
parallel norm of reaction) whereas S*E represents the phenotypic plasticity among strains (i.e. non-
parallel norm of reaction). The analysis of variance estimated the effect of strain (S) and 
environment (E) factors as well as the strain x environment (S*E) interaction (Table 1). The models 
explained a great part of phenotypic variation (between 62.8 and 96.5 % according to the trait). For 
the majority of traits, environment accounts for most of the variation. However, the constant strain 
effect S (parallel norm of reaction) also explained an important part of phenotypic variability (up to 
52.4 % for pyruvate). For some traits, an important phenotypic plasticity was observed. This is the case 
for lp (26.1 %) and acetic acid (20.6 %) where non-parallel norm of reaction (S*E) have a non-negligible 
contribution. Interestingly, the genetics weight for the CO2 production kinetics increased with the 
fermentation ongoing. Indeed, the sum of S + S*E explained 17.1 % of the variance for t35g and linearly 
increased until 37.6 % for t80g.  
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  CO2max lp t35g t50g t80g V15_50 V50_80 SO2 Acetic 
acid 
Pyruvate Glycerol 
E 90.6 *** 12.8 
*** 
77.2 
*** 
71.2 
*** 
53.3 
*** 
59.4 
*** 
53.3 
*** 
54 
*** 
22.1 
*** 
9.2 *** 55.3 
*** 
S 2.7 *** 23.9 
*** 
10.8 
*** 
13.9 
*** 
21.4 
*** 
17.8 
*** 
19.6 
*** 
18.3 
*** 
36.1 
*** 
52.4 *** 13.6 
*** 
S*E 3.2 *** 26.1 6.3 
*** 
8.4 
*** 
16.2 
*** 
11.7 
*** 
17.8 
*** 
12.6 
*** 
20.6 
*** 
17.9 ** 13.2 
Residuals 3.5 37.2 5.6 6.5 9.2 11.2 9.4 15.1 21.2 20.5 17.9 
Table 1 LM2 model for the 11 phenotypes with 189 strains and 3 conditions of 
fermentation. 
Percentage of variance explained by the LM2 model. Signifiance codes: pval < 0.001 = ***, 
pval < 0.01 = **, pval < 0.05 = *, pval < 0.1 = . 
 
In order to better figure out the parallel (S) and non-parallel (S*E) norms of reactions, the phenotypic 
plasticity of the 189 strains were arranged by k-means clustering on the basis of a matrix of correlation 
distance (see methods). Divergent norm of reaction patterns were identified for each trait (S2 Fig). This 
procedure clustered each progeny clone according to its phenotypic response against environment. 
For acetic acid, the four clusters represent the plastic responses to micro-oxygenation (µ-Ox: 101 
strains), to grape juice (GM: 44 strains), and to the combined effect of GM and µ-Ox (40 strains). 
Strikingly only seven strains (3.7%) are quite robust to the environmental conditions (Robust cluster) 
(Fig 5). In the four clusters, a similar number of progeny clones were found for the two crosses (chi-
squared test, α = 0.05) indicating that the plastic response pattern is no cross specific. From an 
enological point of view, the magnitude observed are quite relevant since difference of 0.1 g.L-1 of 
acetic acid may impact the wine quality (Ribéreau-Gayon et al., 2006b). For example, micro-
oxygenation has a positive impact for the strains of the cluster µ-Ox and the cluster GM + µ-Ox by 
significantly decreasing the acetic acid production (Kruskal-Wallis rank sum test, pval<0.05). In contrast 
the strains of cluster GM should be preferred for fermenting white grape juice rather than red matrices 
(Kruskal-Wallis rank sum test, pval<0.05).  
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Fig 5 Divergent norm of reaction for acetic acid 
Norm of reaction of each individual is shown by dotted line and cluster. They are colored according to 
the cross (blue for SBxGN offspring and red for M2xF15 offspring). A grey solid line shows the average 
norm of reaction of each cluster. Number of strains within each cluster is indicated and colored 
according to the offspring (red for M2xF15 offspring and blue for SBxGN offspring). 
 
Genetic architecture of complex traits is explained by a similar 
number of QTLs 
The genetic determinism of the eleven traits was elucidated by a QTL mapping in both crosses. 
Phenotypes were linked to segregating genetic markers identified by whole genome sequencing 
(Roncoroni et al. and this work). The high marker density (0.3 and 0.6 marker/kb for M2xF15 and 
SBxGN, respectively) ensures a precise localization of QTL as previously demonstrated (Bloom et al., 
2013; Martí-Raga et al., 2017; Wilkening et al., 2014). Interval mapping was carried out applying a 
Haley-Knott regression model. This model estimates the effects of each QTL detected, the effect of 
each Environment (SB14_Sk, M15, M15-Sk) and the interaction effect between QTL and Environment 
(Figure 6, panel A). Statistical thresholds (FDR=5%) were estimated by 1000 permutation tests 
(Churchill and Doerge, 1994). Since the fermentation kinetics traits are partially correlated (t35g, t50g, 
t80g, V15_50 and V50_80), we found numerous QTLs corresponding to closely related markers. In such 
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cases, a unique QTL was considered in a window of 10 kb and was assigned to the kinetic trait showing 
the lowest p value (see methods). For an easiest discussion, all the QTLs of fermentation kinetics traits 
were then grouped into the “Kinetics” category. We mapped 77 unique QTLs in the two offspring (S5 
Table). The efficiency of the multi-environment model was compared to simplest models in which only 
one environmental condition was used. The multi-environment model strongly increases the detection 
power since 45 QTLs were detected only by this method (Fig 6, panel B). Five QTLs are not detected 
with the multi-environment model, but rather than additional QTLs, they are miss localized QTLs as 
discussed below. The number of QTLs detected ranged from 3 (for CO2max) to 28 (for Kinetics) 
illustrating the complex genetic determinism of the traits investigated. The number of QTLs identified 
is correlated with heritability (Spearman’s correlation coefficient = 0.7, α = 0.05) (S3 Fig).  
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Fig 6 Number of QTL identified according to cross or environment condition  
Panel A. LOD score obtained for SBxGN offspring with V50_80. In grey, LOD score for the model with 
environment as additive variable, in pink, LOD score for the model with environment as interactive 
variable. The corresponding horizontal colored lines represent the 5% FDR threshold. The table details 
the QTLs identified by indicating their chromosome (Chr), the position of the marker with the highest 
LOD score within the QTL peak (Pos), the maximum LOD score within the QTL peak (Lod.score) and the 
model that detected the QTL (Type, A = additive, I = interactive). Panel B. The Venn diagram presents 
the number of QTLs identified according to the model used. The All ellipse corresponds to the multi-
environmental model while M15, SB14_Sk and M15_Sk ellipses counts QTLs detected only using a 
single condition. Panel C. The bar chart presents QTLs identified according to cross and trait. Common 
QTLs identified for t35g, t50g, t80g, V15_50 and V50_80 are pooled in Kinetics category and are 
counted only as one QTL. QTLs are colored according to the parental strains that possess the favorable 
allele in an oenological context. Panel D. Distribution of the QTLs identified along the genome 
according to the cross (M2xF15 inner track, SBxGN outer track). Each point indicates a QTL and is 
colored according to the trait. The two QTLs that colocalize in the two crosses and linked to the SSU1 
and ENO2 genes are indicated. 
 
Despite the contrasted F1-hybrids used (Fig 2 and 3), a similar number of QTLs was mapped in both 
progeny populations, with 36 and 42 QTLs for M2xF15 and SBxGN, respectively (Fig 6, panel C). The 
positive contribution of each parental strain was evaluated considering the suitable trait value 
expected according to enological practices. The numbers of positive alleles inherited form M2, F15, SB 
and GN are 19, 17, 31 and 11, respectively. According to the trait and the cross, the positive alleles 
were inherited form both or mostly one parent. A noteworthy unbalance was found for kinetics traits 
since 15/16 of the positive alleles were inherited from the fastest parental strain (SB) in the SBxGN 
cross whereas only 6/13 were inherited from the fastest parental stain (F15) in the M2xF15 cross 
(Figure 6, panel C). In order to find out common QTLs between progeny populations, we seek for QTLs 
impacting the same trait in a 20-kb window (Figure 6, panel D). Only two QTLs were shared by the two 
progeny populations. The first locus was detected for SO2, lp and V50_80 and is closely linked to the 
gene SSU1 (markers: XVI_SBxGN_371802 and XVI_M2xF15_355235). In the SBxGN progeny, this QTL peak 
is strongly linked with the marker XV_SBXGN_172951 due to a reciprocal translocation event previously 
described for impacting the lag phase (Zimmer et al., 2014). The linkage between SSU1 and the SO2 
content at the end of the alcoholic fermentation is consistent with its molecular function. Indeed this 
gene encodes for a sulfite transporter (Ssu1p) able to pump out the SO2 accumulated in the cytoplasm 
(Park and Bakalinsky, 2000). The GN inheritance, which reduces the lag phase duration by increasing 
the SSU1 expression (Zimmer et al., 2014) also increases the final SO2 concentration (this study). 
Interestingly, in the M2xF15 hybrid the marker XVI_M2xF15_355235 was strongly linked to the marker 
VIII_M2xF15_ 6499. These two locus correspond to another translocation event (VIII-t-XVI) involving the 
gene SSU1 previously described by Perez Ortin et al. (Pérez-Ortín et al., 2002) and present in M2xF15 
hybrid (Roncoroni, 2014). 
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The second common QTL mapped concerns the production of pyruvate and is located on chromosome 
VIII. This QTL has an important effect explaining 19.6 and 30 % of the total variance of pyruvate 
production in M2xF15 and SBxGN offspring, respectively. Interestingly, the markers VIII_SBxGN_446336 
and VIII_M2xF15_449469 were located at less than 5 kb of the gene ENO2 that is directly involved in the 
pyruvate biosynthesis. Until now, the sequence analysis of the four parental strains do not reveal 
relevant candidate SNP close to this gene. All together these results suggest that most of the mapped 
QTLs are background dependent. Moreover, the similar number of QTLs in both progenies 
demonstrates that the mapping efficiency is no related, neither to the genetic, nor to the phenotypic 
distances between parental strains. However, balanced contribution are more frequent when the 
strains are phenotypically similar. 
QTLxEnvironment interactions shape the phenotypic variability 
The genetic determinism of phenotypic plasticity was then investigated at a genomic scale using the 
linear model LM3 (see method). For each QTL mapped, the constant genetic effect across environment 
(G), the GM interaction effect with grape must (GM), as well as the interaction effect with micro-
oxygenation (µ-Ox), were estimated by analysis of variance. From this analysis QTLs can be sorted as 
robust (no interaction) or interactive (significant interactions with GM and/or μ-Ox). The overall GxE 
pattern was shown for both crosses (Fig 7). The less the QTLs interact with GM and µ-Ox, the closer 
they are from the bottom left corner of the ternary plot. Most of the QTLs (55/77) are quite robust to 
environmental changes (S6 Table). This is the case of the QTL V_M2F15_311505 that is one of the most 
robust. Indeed, progeny clones with both M2 and F15 inheritance showed parallel norms of reaction 
for V50_80. In contrast, 21 GxE interactions were detected and most of them (17) are due to the grape 
must composition. Interaction are mostly a “scale effect” or specific effect as shown for the inheritance 
of the marker XVI_SBxGN_879639, which has an impact on t35g only in unshaken conditions (Fig 7). Few 
loci have antagonistic effects alike the QTL V_SBxGN_161933 that influences the fermentation kinetics 
V50_80 according to the grape must. The supplementary file S6 Fig provides a complete overview of 
GxE for the 77 QTL detected in this work. 
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Fig 7 Level of interaction of QTL 
Panel A. The ternary plot shows the proportion between genetic effect (G), interaction with grape must 
(GM) and interaction with micro-oxygenation (µ-Ox) for each QTL. Significance levels were assessed by 
ANOVA (α = 0.05). Panel B. 3 examples of QTL for which extreme levels of interaction were identified 
(i.e. the less interacting QTL, the most interacting QTL with micro-oxygenation and the most interacting 
QTL with grape must). Dashed lines show the reaction norm of each segregant according to their allele 
inheritance. Full lines show average value of the all the segregant according to marker inheritance. 
Molecular dissection of GxE interactions 
The accuracy of the QTL mapping and the powerful molecular genetics of Saccharomyces cerevisiae 
offer the possibility to bridge the gap existing between QTL and the causative nucleotide variations. 
Two particular GxE interactions were discussed in this last section. Among the QTLs with environment 
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interaction, the locus XV_M2xF15_26284 interacts with both GM and µ-Ox impacting the fermentation 
kinetics (S5 Fig, panel A). The inheritance of the F15 allele increases V50_80 only in M15_Sk condition 
(S5 Fig, panel B). This GxE effect is strong enough to shape a great part of the norm of reaction of 
M2xF15 offspring. Indeed, k-mean clustering applied to M2xF15 progeny clones defined two non-
parallel reaction norms groups. The first one was significantly enriched in strains that inherited the F15 
allele and the second one in strains that inherited the M2 allele (CHI2 test, α < 0.05) (S5 Fig, panel C). 
Although the marker was localized in the gene named HXT11, an accurate analysis of the parental 
sequences reveals that the strain F15 doesn’t have this gene. Interestingly, many industrial strains have 
been described to show a deletion of this region (Dunn et al., 2005). A copy number variation (CNV) 
analysis of this region demonstrates that F15 lacks 5 ORFs (CSS3, ENB1, IMA2, HXT11) which are 
present in the other parent M2 (S5 Fig, panel D). The absence of one of these genes should affect the 
phenotype. 
The second marker was XVI_SBxGN_373847 located in the gene SSU1 that strongly linked three traits (lp, 
SO2, and V50_80). Since this QTL was physically linked to the marker XV_SBXGN_172951 we concluded 
that the XV-t-VXI translocation should play a pleotropic role during the alcoholic fermentation. In 
addition, this QTL shows important GxE interactions with GM likely due to the difference in SO2 effect 
between red and white grape juices. In order to test if the SSU1 inheritance has both pleiotropic and 
GxE effects, we compared the phenotypic response of hemizygous hybrids previously obtained. Those 
hybrids are isogenic to SBxGN but have only one functional copy of SSU1. The allele SSU1SB is located 
in a wild type chromosomal environment (XVI-wt), while the allele SSU1GN has a translocated 
environment that increases its expression due to the ADH1 promoter vicinity (Zimmer et al., 2014). 
The phenotypic responses of hemizygous hybrids were measured in the three conditions (S7 Table) 
and compared to the two groups of SBxGN according to their inheritance for the SSU1 locus (Fig 8). For 
each of the traits investigated, the progenies reaction norms and hemizygous hybrid responses are 
very similar. Both interact significantly with GM and the slope on variation are oriented the same 
direction. This result demonstrates that the SSU1 alleles inheritance account for the main part of the 
non-parallel reaction norm of the SBxGN progeny. Moreover this result demonstrates the pleiotropic 
effect of the SSU1 gene that impact the lag phase duration but also unrelated phenotypes such the 
end-product concentration of SO2 and the fermentation kinetics. 
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Fig 8 Effect of the XV-t-VXI translocation on phenotypic plasticity 
Panel A. The norm of reaction of the segregants that inherited from SB or GN for QTL XVI_SBxGN_373847. 
Dashed lines show the reaction norm of each segregant according to their allele inheritance. Full lines 
show average value of the all the segregant according to marker inheritance. Panel B. The norm of 
reaction of the hemizygotes. A star mean significant difference (Wilcoxon, α = 0.05). 
Discussion 
This work aimed to estimate and identify the genetic determinism of phenotypic plasticity. In the last 
decades, this universal phenomenon move from a marginal interest to a new paradigm shaping the 
evolution of living species in their biotopes (Nussey et al., 2007; Pigluicci, 2005; West-Eberhard, 1989). 
Although of great interest, molecular examples of natural genetic variations having a relevant GxE 
effect are quite scarce (Campitelli et al., 2016; Gerke et al., 2010; Martí-Raga et al., 2017). To challenge 
this task, we used the species Saccharomyces cerevisiae that is a powerful tool for achieving 
quantitative genetics (Liti and Louis, 2012). In order to find out relevant alleles conferring phenotypic 
plasticity, this study was carried out in the winemaking context. Therefore, the genetic material used 
was derived from commercial wine starters and the culture conditions were natural grape juices in 
order to match as close as possible with enological practices. This choice was also motivated by the 
possibility to use the QTLs detected in further selection programs using molecular markers as 
previously described (Dufour et al., 2013; Marullo et al., 2007b; Noble et al., 2015).  
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Lesson from QTL mapping with divergent wine parental pairs  
Before achieving the QTL analysis, we compared the two population progenies demonstrating that the 
parental pairs are quite divergent. Indeed, in the SBxGN cross the genetic and phenotypic distance of 
parental strains are much more important than in the M2xF15 one. In yeast breeding, the selection of 
parents is mostly based on their phenotypic values. Indeed for optimizing numerous traits, the 
common strategy consists to select parental strains having extreme and opposite phenotypes in order 
to combine their allelic set in a unique strain (Marullo et al., 2006). This rational was also adopted by 
many authors for achieving QTL mapping programs (Ambroset et al., 2011; Brice et al., 2014; Jara et 
al., 2014; Martí-raga et al., 2017). For the first time, this work compares the efficiency of QTL mapping 
performed with hybrids resulting from akin and distant yeast strains. Surprisingly, QTL mapping 
efficiency was similar in both populations since the number of QTL detected as well the part of variance 
they explained were very similar (Fig 6). Another striking result is the nearly absence of QTL co-
localization (only two locus for 77 QTL detected). This result has been previously reported in 
S. cerevisiae where all of the QTL found are context specific (Cubillos et al., 2011). However, in that 
study the four parental strains used were widely divergent (African or Malaysian forest, sake 
fermentation (Japan) and European wine). In this present work, we observed similar results with 
strains derived from the same biotope (wine fermentation) that have been subjected to intensive 
human selection (commercial starters). This means that most of yeast strains underwent numerous 
mutations in different loci affecting the same phenotype as previously proposed (Liti and Louis, 2012). 
This observation was supported by the fact that the phenotypic segregation in both offspring generates 
phenotypic variabilities overpassing those found in a wide panel of commercial starters. This offers the 
possibility of improving strains performance by tapping into the natural mutation pool present within 
the wine strains population. However, they each have a reduced effect, less than 10% of the explained 
variance which is consistent with the infinitesimal model (Lynch and Walsh, 1998). The use of two 
divergent populations was then useful for capturing more genetic variability multiplying by two the 
potential number of natural variation to explore. This also underlines the wide number of mutations 
in yeast genome that can affect a phenotype. The expressivity (penetrance) of such mutations in 
different backgrounds should be very low due to underlining epistasis. However, two common QTLs 
were found suggesting that they could be due to positive selection ongoing as discussed below.  
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Phenotypic plasticity is the rule and QTL mapping allows 
capturing its genetic determinism.  
In order to detect QTLs that interacts with environment, eleven quantitative traits were measured in 
three environments. The conditions applied were chosen for reflecting two relevant enological 
parameters, the nature of grape must (GM) and the micro-oxygenation (µ-Ox) (Peltier et al.). We first 
characterized the reaction norm of all the strains demonstrating that an important part of variance 
observed is due to strain x environment interactions (up to 26 %, Table 1). The acetic acid patterns 
measured for 189 strains (Fig 5) reveal that non-parallel reaction norm are the rule and not the 
exception. By changing the oxygen input (from 2 mg.L-1.h-1 to 4 mg.L-1.h-1) or by changing the cépage, 
a variability was observed for 96.3 % of the strains with amplitudes that are relevant for wine industry. 
As for QTL detection efficiency, the hybrid genetic background does not seem to govern those patterns. 
This original result demonstrates that GxE are important in wine fermentation and required to be 
better investigated.  
The Multi-environment QTL analysis drastically increases the statistical power of QTL detection since 
most of the QTL (45) were only identified by the multi-environment model confirming the efficiency of 
this strategy as previously described (Chen et al., 2010; El-Soda et al., 2014; Jiang and Zeng, 1995). Five 
QTLs were only identified in single-environment model. Rather than original QTLs, these peaks seem 
to have ambiguous positions that varies greatly between the analyses and cannot be attributed to the 
same locus with confidence. Indeed, in an extended window of 100 kb, a QTL identified with the Multi-
environmental model was found for the same trait. The use of environments makes it possible to 
evaluate QTL robustness. Here, 72 % of the QTLs are statistically robust against environment. Since the 
applied conditions are very different from an enological point of view (white vs red grape must, hypoxic 
vs micro-oxygenation), most of these QTLs should be robust for most of the fermentations and are 
suitable for achieving selection program assisted by molecular markers. The 28 % remaining QTLs have 
a significant interaction with the environment. Except two QTLs showing antagonistic effects the 
interactions detected are due to “scale effect”. This contrasts with the conclusions done by Bhatia et 
al. (2014) where GxE QTLs detected were antagonistic or specific to one condition. However the 
various media tested in that work were quite divergent since the yeast growth was measured in either 
fermentable or non-fermentable carbon sources creating drastic physiological switches. In our study, 
the conditions applied remain restricted to the fermentation creating fine-grained interactions.  
This study allows bridging the gap between non-parallel reaction norms observed and their underlying 
genetic causes. Some QTLs with significant GxE effects are matching with the strain reaction norms. 
Among the nine QTLs with significant GxE effects for kinetic traits, two of them (XV_M2xF15_26284 and 
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XVI_SBxGN_371802) have high interaction levels explaining 3.7 % and 5 % of the variance, respectively. 
Their inheritance shaped a large part of the phenotypic plasticity of the V50_80 in both populations 
(Fig 8, panel C and S5 Fig, panel B) separating the strains in the distinct reaction norms predicted by 
the k mean clustering (S2 Fig). When non-parallel reaction norms are more complex alike acetic acid 
and pyruvate, the few QTLs with significant GxE interactions were not sufficient for explaining the 
overall phenotypic response observed (Fig 5). However those loci could be helpful for developing 
breeding programs focusing on specific applications. For example, some strains do not have the 
appropriate phenotypic response in the presence of micro-oxygenation by not decreasing their acetic 
acid production (Fig 5). By interacting with µ-Ox, the QTLs V_SBxGN_70702 and XIV_SBxGN_623501 explain 
a part of this phenotypic response. The incorporation of their favorable alleles by cross-breeding 
strategy in commercial strains which show inappropriate response to micro-oxygenation could remedy 
them. Their additive effect would reduce 66 % of this compounds in micro-oxygenated conditions. 
However not all the phenotypic response are explained. Indeed, none of the QTL identified for acetic 
acid explains the phenotypic response of strains of cluster GM and µ-Ox that have an increased 
production of acetic acid in SB14_Sk compared to M15_Sk (Fig 4). Similarly for pyruvate, no QTL with 
interaction has been identified while highly divergent norm of reaction were obtained for this trait. 
This large number of type of reaction norm should reflect a complex genetic determinism with a high 
number of interacting loci. The segregation of these factors in less than a hundred individuals would 
not allow their identification. Therefore, the characterization of the genetic determinism of complex 
traits such as that of acetic acid or pyruvate seems to require the study of a larger population 
The Ssu1p sulfite pump a protein under balanced selection has 
pleiotropic effects 
Within an evolving population subject to selection, the genetic variations are a mix of three types: (i) 
rare and deleterious alleles resulting from recent mutational events not yet eliminated by selection; 
(ii) neutral alleles whose frequencies follow the rules of genetic drift; (iii) alleles with intermediate 
frequencies that are subjected to different counterbalanced selection pressures (Mackay, 2010; 
Robertson, 1956; Turelli and Barton, 2004). For this late type of allelic variation, the selection pressure 
can be balanced because one allele may have favorable or unfavorable effect according to the 
environments in which it is expressed, meeting the QTLs described by Bhatia et al. (2014) (Bhatia et 
al., 2014). Otherwise, the selection pressure can be balanced because one allele can have a pleiotropic 
effect on fitness parameters, affecting positively some traits but negatively other ones creating 
phenotypic trade-offs. Mutations with balanced effects have already been identified in Arabidopsis 
thaliana for water use efficiency (Campitelli et al., 2016) or delay of germination (Chiang et al., 2011). 
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They are useful for understanding why particular accessions are better adapted to specific 
environment. In yeast, pleiotropic genes (MKT1 or IRA2) that affect unrelated traits alike temperature 
resistance (Parts et al., 2011; Steinmetz et al., 2002) or sporulation efficiency (Ben-Ari et al., 2006) 
were previously described. The effect of the gene SSU1 in the context of the translocation XV-t-XVI is 
an interesting case where a single gene can have pleotropic effects on several phenotypes and 
different environments.  
In S. cerevisiae, the sulfite pump Ssu1p is required for efficient sulfite efflux (Park and Bakalinsky, 
2000). The expression of this transporter can be strongly enhanced by chromosomal translocations 
that modify the promoter environment of SSU1. This enhanced expression confers a higher resistance 
to the inhibitory effect of SO2 added to the grape must. Two independent translocations (VIII-t-XVI and 
XV-t-XVI) have been reported in the literature (Pérez-Ortín et al., 2002; Zimmer et al., 2014), and are 
hallmarks of adaptation to winemaking practices (Marsit et al., 2017). Both translocations confers an 
important adaptive advantage respect to indigenous flora by reducing the lag phase duration. 
However, they are not present in all wine strains and are often present at the heterozygous state (Nardi 
et al., 2010; Zimmer et al., 2014). In this work, we demonstrated that both translocations impact the 
final amount of SO2 and the late fermentation rate. Using hemizygous hybrids previously constructed, 
we validated the pleotropic effect of SSU1 in the SBxGN background (Fig 8). The phenotype of the 
translocated form is in agreement the expected increase in SSU1 expression. Therefore, translocated 
progeny clones leave more SO2 at the end of fermentation. More startling is the translocation effect 
on the late fermentation rate (t80g, V80_80). Indeed, in the SB14_Sk conditions (containing more 
active sulfite), the translocated strain has a slower end-fermentation rate due to a relative lower 
viability (data not shown) due by the highest SO2 concentration still present in the media. This opposed 
effect of yeast fitness (short lag phase but lower fermentation rate and viability) constitutes a 
phenotypic trade-off and suggests that SSU1 is undergone a balanced selection. Despite the great 
advantage conferred by a short lag phase (more than 20 hours in high sulfite conditions) non-
translocated forms of SSU1 also confers adaptive advantages. Indeed, due to their low SO2 efflux, the 
non-translocated allele reduced the toxic effect of SO2 in the late stage of the fermentation which 
improve yeast viability. Moreover the effect of translocation on lag phase is much lower in red grape 
juice (Merlot must) creating environmental conditions that preserve this allele from selective pressure. 
Pleiotropic genes are likely important levers of the complex architecture of quantitative traits and they 
have been reported in other living organisms. The gene SSU1, with its translocated forms is a good 
example of pleotropic gene promoting phenotypic trade-offs conditioned by environmental 
conditions. 
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Materials and methods  
Yeast strains and culture media 
Strains used in this study belong to the yeast species Saccharomyces cerevisiae. The four parental 
strains (SB, GN, M2, F15) are diploid homothallic monosporic clones derived from wine commercial 
starters. The strains SB, GN and F15 are derived from VL1, Actiflore BO213, Zymaflore F15 (Laffort, 
Bordeaux, France), respectively, while M2 is derived from Oenoferm M2 (Lallemand, Blagnac, France). 
The two populations used to perform QTL mapping were obtained from two F1-hybrids (M2xF15 and 
SBxGN). The first offspring (95 individuals) was derived from the F1-hybrid M2xF15 generated by 
Huang et al. (2014). The second progeny (94 individuals) was obtained by tetrad dissection of the F1-
hybrid SBxGN (formerly named HO-BN by Marullo et al. (2007b)). Both progeny clones are homozygous 
and diploid due to the homothallic nature of all the parental strains. All the strains were grown at 28 
°C on YPD medium (1 % yeast extract, 1 % peptone, 2 % glucose), solidified with 2 % agar when 
required. Sporulation was triggered by plating fresh cell on ACK medium after 3 days at 24 °C. The 
strains were long term stored in YPD with 50 % of glycerol at -80 °C. Construction of the hemizygotes 
SBxGN_SSU1SB / ΔSSU1GN and SBxGN_SSU1GN / ΔSSU1GB (formerly named G092G and S092S) has been 
described by Zimmer et al. (2014). 
Fermentations 
The two grape juices used, Merlot of vintage 2015 (M15) and Sauvignon Blanc of vintage 2014 (SB14), 
were provided by Vignobles Ducourt (Ladaux, France) and stored at -20°C. Before fermentation, grape 
must were sterilized by membrane filtration (cellulose acetate 0.45 µm Sartorius Stedim Biotech, 
Aubagne, France). Their main oenological characteristics are given in Table 1. Sugar content, 
assimilable nitrogen, pH, total and free SO2 have been assayed by the enological analysis laboratory 
(SARCO, Floirac, France). Malic acid have been assayed by enzymatic essay as described by Peltier et 
al. (Peltier et al., 2017). 
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Grape must Code 
Sugar 
content 
(g.L-1 ) 
Assimilabl
e 
Nitrogen 
(mg N.L-1) 
Malic 
acid 
(g.L-1) pH 
total SO2 
(mg.L-1) 
free SO2 
(mg.L-1) 
active SO2 
(mg.L-1) 
Sauvignon 
Blanc 2014 SB14 
 
194 157 5.6 3.19 34 7 0.32 
Merlot 2015 M15 219 99 1.9 3.53 46 33 0.68 
Table 2 Grape juice used 
 
Fermentations were carried out as previously described by Peltier et al. (Peltier et al., 2017). Briefly, 
fermentation were run in 10 mL screw vials (Fisher Scientific, Hampton, New Hampshire, USA) with 5 
mL of grape must. Hypodermic needles (G 26 – 0.45 x 13 mm, Terumo, Shibuya, Tokyo, Japan) were 
stuck into the septum for CO2 release. The fermentation temperature was maintained at 24 °C by an 
incubator (Binder GmbH, Tuttlingen, Germany). Two micro-oxygenation conditions were used by 
applying or not a constant shaking at 175 rpm with an orbital shaker (SSL1, Stuart, Vernon Hills, Illinois, 
USA) during the overall fermentation. During this study, three fermentation conditions were used: 
SB14 with shaking (SB14_Sk), M15 with shaking (M15_Sk) and M15 without shaking (M15). 
The fermentation time course was estimated by monitoring regularly the weight loss caused by CO2 
release using a precision balance (AB104, Mettler Toledo, Greifensee, Switzerland). The amount of CO2 
released according to time was modeled by local polynomial regression fitting with the R-loess function 
setting the span parameter to 0.45. Seven kinetic parameters were extracted from the model:  
lp (h): lag phase time observed before to release the first 2 g.L-1 of CO2 ;  
t35g, t50g and t80g (h): time to release the first 35, 50 and 80 g.L-1 of CO2 with lp subtracted; 
V50_80 (g.L-1.h-1): average sugar consumption between 50 % and 80 % of tCO2max; 
CO2max: maximal amount of CO2 released (g.L-1). 
Metabolic compounds 
At the end of the fermentation the concentration of four compounds were measured thanks to the 
metabolomics platform of Bordeaux (http://metabolome.cgfb.u-bordeaux.fr) by semi-automatized 
enzymatic assays (Peltier et al., 2017). Four phenotypes were measured: acetic acid (g.L-1), glycerol 
(g.L-1), pyruvate (mg.L-1) (that correspond to the final concentration measured in the produced wines) 
and SO2 Yield (mg.L-1) ([SO2] final - [SO2] initial). 
Each fermentation was carried out two times for the progeny clones and their respective hybrids and 
10 times for each parental strain (M2, F15, SB, GN). The entire data set is given in the S2 Table. 
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Genotyping and marker map construction by high throughput 
sequencing 
The procedure used for genotyping the 94 SBxGN progenies was the same than those published by 
Marti-Raga et al. ( 2017). Briefly, all the 94 diploids progeny clones were genotyped by whole-genome 
sequencing at a low coverage (3–6 X). DNA libraries were pooled and sequenced with a MiSeq 
apparatus using the standard kit v2 (Illumina) generating paired-end reads of 2 x 250 bp. All sequencing 
data (filtering and mapping) was performed using the available tools at the public Galaxy server 
(https://usegalaxy.org). Sequencing data were treated as single reads. The main parameters of filtering 
and mapping are: reads trimming (-39 bases), Phred quality cut-off (Q=20), reads mapping (BWA 
software with default parameters). Once the reads had been mapped, BAM files were extracted and a 
pileup dataset was generated using SAMTools’ (Li et al., 2009) for every segregant. The pileup dataset 
was opened in R and SNP between the parental strains was evaluated using an R script (Martí-Raga et 
al., 2017). To construct the marker map, we retained the markers having a 1:1 segregation among the 
progeny (Chi-x test, α > 0.05) and evenly distributed along the genome (1 marker/15 kb). The final map 
generated has 3433 markers and was shown in S2 Table. The procedure used for genotyping the 95 
M2xF15 progenies is described by Roncoroni (2014). 
Microsatellite genotyping 
The DNA of S. cerevisiae strains to genotype were quickly extracted in 96-wells microplate format using 
a customized LiAc-SDS protocol (Albertin et al., 2017). Fifteen polymorphic microsatellite loci SCAAT3 
(C3, C5, SCYOR267C, C8, C11, SCAAT2, YKL172, SCAAT6, C9, C4, SCAAT5, SCAAT1, C6, YPL009, YKL172W) 
were used for estimating de genetic relationships within 96 commercial starters and the four 
monosporic parental strains (GN, SB, M2, F15) used in this work (S3 Table). The genotyping conditions 
used were broadly those described by Börlin et al. (2016). Briefly, two multiplex PCRs allows typing 7 
loci were carried out in a final volume of 12.5 µL containing 6.25 µL of the Qiagen Multiplex PCR master 
mix and 1 µL of DNA template, 1.94 µL of each mix was added in the mixture using the concentrations 
indicated in the S9 Table. Both reactions were run with the following program: initial denaturation at 
95°C for 5 min, followed by 35 cycles of 95 °C for 30 s, 57 °C for 2 min, 72 °C for 1 min, and a final 
extension at 60 °C for 30 min. The size of PCR products was analyzed by the MWG company (Ebersberg, 
Germany) using 0.2 µL of 600 LIZ (GeneScan) as a standard marker. Chromatograms were analyzed 
with the GeneMarker (V2.4.0, Demo) program.  
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Data analyses 
All the statistical and graphical analyses were carried out using R software (R Development Core Team, 
2011). 
Estimation of environment, cross and strain effect. 
The variation of each trait was estimated by the analysis of variance (ANOVA) using the aovp function 
of the lmPerm package in which significance of the results was evaluated by permutation tests instead 
of normal theory tests.  
The LM1 model estimated the effects of the cross, of the environment and of the cross-by-
environment interaction of fermentation traits according to the following formula: 
 𝑦
𝑖𝑗
= 𝑚+ 𝐶𝑖 + 𝐸𝑗 + (𝐶 ∗ 𝐸)𝑖𝑗 + 𝜖𝑖𝑗  
where 𝑦
𝑖𝑗
 was the value of the trait for cross i (i = 1, 2) in environment j (j = 1, 2, 3), 𝑚 was the overall 
mean, 𝐶𝑖 was the cross effect, 𝐸𝑗 the environment effect, (𝐶 ∗ 𝐸)𝑖𝑗 was the interaction effect between 
cross and environment and 𝜖𝑖𝑗𝑘 the residual error. 
The LM2 model estimated the effects of the strain, of the environment and of the strain-by-
environment interaction on fermentation traits according to the following formula: 
 𝑦
𝑖𝑗
= 𝑚+ 𝑆𝑖 + 𝐸𝑗 + (𝑆 ∗ 𝐸)𝑖𝑗 + 𝜖𝑖𝑗  
where 𝑦
𝑖𝑗
 was the value of the trait for strain i (i = 1, …, 189) in environment j (j = 1, 2, 3), 𝑚 was the 
overall mean, 𝑆𝑖 was the strain effect, 𝐸𝑗 the environment effect, (𝑆 ∗ 𝐸)𝑖𝑗 was the interaction effect 
between strain and environment and 𝜖𝑖𝑗𝑘 the residual error. 
Estimation of the genetic distances within strains.  
The microsatellite dataset was manipulated using the adegenet package (Jombart, 2008) implemented 
on R. The percentage of missing data was 1.6 %. The genetic distance within the strains was estimating 
using the Bruvo’s distance using the poppr package (Kamvar et al., 2014). The unrooted dendrogram 
was built by Neighbor Joining (ape package) (Paradis et al., 2004). Since the bootstraps estimated did 
not allow the resolution of clear groups, the genetic structure was estimated by a k mean clustering 
using the function find.cluster allowing the detection of three main groups. The minimal goodness of 
fit was selected using comparing AIC, BIC and WSS criteria using default parameters. 
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Norm of reaction clustering 
For each trait the distance between norms of reaction were calculated according to the formula:  
𝐷𝑖𝑗 = |1 − 𝑐𝑜𝑟𝑟 ((
𝑃1𝑖
𝑃2𝑖
𝑃3𝑖
) , (
𝑃1𝑗
𝑃2𝑗
𝑃3𝑗
))| 
where 𝐷𝑖𝑗 was the distance between strains i and j, 𝑃1𝑖 and 𝑃1𝑗 the phenotypic values measured in 
SB14_Sk, 𝑃2𝑖 and 𝑃2𝑗 the phenotypic values measured in M15_Sk and 𝑃3𝑖 and 𝑃3𝑗 the phenotypic 
values measured in M15 for strains i and j, respectively. The minimal distance (0) was set between 
norm of reactions with null variances and the maximal distance (1) was set between norm of reaction 
with a null variance and all the other norm of reactions with a non-null variance. K-means clustering 
was performed on distance matrix with the pam function of the cluster package of the R program. 
Appropriate number of cluster was determined by the best silhouette value between 1 and 10 clusters 
with the silhouette function of the cluster package of the R program. 
Estimation of heritability, transgression level and phenotypic distance 
within segregating population 
The lato sensu heritability h² was estimated for each phenotype according to Marullo et al. (Marullo 
et al., 2006)as follow 
ℎ² =
𝜎𝑃2−𝜎𝐸2
𝜎𝑃2
  
where 𝜎𝑃2 is the variance of progeny population in each environmental conditions, explaining both 
the genetic and environmental variance of the phenotype measured, whereas 𝜎𝐸2 is the median of the 
variance of replicates in each environmental conditions, explaining only the environmental fraction of 
phenotypic variance. 
Percentage of transgression was calculated as described in Marullo et al. (Marullo et al., 2006). Results 
were displayed on a heatmap (heatmap.2 function of the gplots package (Warnes, G, 2009). 
QTL mapping 
Before linkage analysis phenotypes were normalized by Rank-transformation using the GenABEL 
package (Aulchenko et al., 2007). The QTL mapping analysis was performed with the R/qtl package 
(Broman et al., 2003) on the data collected in the three environmental conditions by using the Haley-
Knott regression model and adding the effect of the environment as additive and interactive 
covariates. For each phenotype, a permutation test of 1000 permutations tested the significance of 
 
120 
 
120 
Dissection of the molecular bases of genetics x environmental interactions: a study of phenotypic 
plasticity of Saccharomyces cerevisiae in natural grape juices. 
the LOD score obtained, and a 5% FDR threshold was fixed for determined the presence of QTL. QTLs 
identified for the fermentation rate parameters: t35g t50g t80g V15_50 and V50_80 being in the same 
10 kb windows were considered as unique locus. The QTL position was estimated as the marker 
position with the highest LOD score among all marker above the threshold in a 30 kb window.  
Principal component analysis.  
The phenotypic variability of M2xF15 and SBxGN progenies measured in M15 was visualized by a 
Principal Component Analysis (PCA) using the ade4. An additional dataset was added to the projection 
corresponding to the phenotypic values of 31 commercial strains. This dataset was recently obtained 
by Peltier et al. (Peltier et al.). M15 condition was compared with the only similar condition described 
in that work (noSk.5_SV). The contribution of each phenotypes to the PCA dimensions and the 
correlation circle were obtained by the fviz_contrib and the fviz_pca_var functions of the factoextra 
package (Kassambara A and Mundt F, 2015).  
Phenotypic distances were computed by calculating the Euclidian distances within the strains of the 
same group in each environmental condition and for each trait. For comparing the overall phenotypic 
distance between the commercial starters (n=31) and each progeny population (n=~100), 1000 
random pools of 31 spore clones of each progenies were was compared to the commercial dataset by 
a one way analysis of variance aovp function of lmPerm package. Tukey's honest significant difference 
post hoc test was used to confirm differences between groups (α = 0.05). 
Estimation of the level of QTL interaction 
The interaction level of each QTL was estimated by ANOVA using the aovp function of the lmPerm 
package. The LM3 model estimated the effects of the cross, of the environment and of the QTL-by-
environment interaction on traits according to the following formula: 
 𝑦
𝑖𝑗
= 𝑚+ 𝑄
𝑖
+ 𝐸𝑗 + (𝑄 ∗ 𝐸)𝑖𝑗 + 𝜖𝑖𝑗  
where 𝑦
𝑖𝑗
 was the value of the trait for allele i (i = 1, 2) in environment j (j = 1, 2 or j = 1, 2, 3), (three 
combinations of environments were considered: a) SB14_Sk and M15_SK to assess the grape must 
effect (GM), b) M15_Sk and M15 to assess the micro-oxygenation effect (µ-Ox), c) SB14_Sk, M15_SK 
and M15 to assess the overall genetic effect), 𝑚 was the overall mean, 𝑄
𝑖
 was the QTL effect, 𝐸𝑗 the 
environment effect, (𝑄 ∗ 𝐸)
𝑖𝑗
 was the interaction effect between QTL and environment and 𝜖𝑖𝑗𝑘 the 
residual error. In order to compare the level of interaction across traits and environment, their % of 
variation explained was calculated by omitting the total sum square of environment. The ratio between 
grape must interaction, micro-oxygenation interaction and genetic effect was calculated as the ratio 
 
121 
 
121 
Dissection of the molecular bases of genetics x environmental interactions: a study of phenotypic 
plasticity of Saccharomyces cerevisiae in natural grape juices. 
of the percentage of variation explained by QxE by considering SB14_Sk and M15_SK for grape must 
interaction, M15_Sk and M15 for micro-oxygenation interaction and the percentage of variation 
explained by Q in all conditions for the overall genetic effect.  
Supporting information 
 
S1 Fig Meiosis emphases phenotypic novelty 
Average phenotypic distance computed from M15 condition for commercial wine strains (CWS), and 
the two M2xF15 and SBxGN offspring. 
 
S2 Fig Clustering of Norm of reaction for each trait 
Norm of reaction of each individual is shown in dotted line and are colored and faceted according their 
cluster. Solid line shown the average norm of reaction of each cluster. Number of strains within each 
cluster is indicated by n. 
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S3 Fig Heritability is correlated to the number of QTLs detected 
The data represented are the number of QTLs identified according by cross and by trait according to 
the average heritability by cross and by trait among the 3 conditions. 
 
S4 Fig Variation of QTL effect according to condition 
For each QTL, the values shown are the difference between the phenotypic values measured for all 
the segregant that inherited the allele of SB or M2 minus those that inherited from GN or F15. A star 
means a significant difference (Wilcoxon, α = 0.05). 
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S5 Fig Impact of QTL XV_M2xF15_26284 on V50_80 
Panel A. The fermentation kinetics of the segregants that inherited the allele of M2 or F15 according 
to the condition. The thickness of the lines represents the standard error. Panel B. The norm of reaction 
of the segregants that inherited from M2 or F15 for QTL XV_M2xF15_26284. Dashed lines show the 
reaction norm of each segregant according to their allele inheritance. Full lines show average value of 
the all the segregant according to marker inheritance. Panel C. Enrichment of strains having inherited 
the F15 allele in cluster 2. Norm of reaction of each individual is shown in dotted line and faceted 
according to their cluster. M2xF15 progeny clones are colored according to their allele inheritance at 
XV_M2xF15_26284 (red for F15 and blue for M2). A grey solid line shown the average norm of reaction 
of each cluster. Number of M2xF15 progeny clones within each cluster is indicated by n=; the first 
number indicate the number of strains from that inherit from M2 and the second one from strain that 
inherit from F15. A star means a disequilibrium in the theoretical homogeneous distribution 0.5 / 0.5 
chis square test, α = 0.05). Panel D. Coverage difference between M2 and F15 strains within genomic 
region of QTL XV_M2xF15_26284. 
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S1 Table 97 commercial strains used 
 
S2 Table Phenotypic dataset 
 
  CO2max lp t35g t50g t80g V50_80 V15_50 SO2 
Acetic 
acid 
Pyruvate 
Glycerol 
E 
90.7 
*** 
13.2 
*** 
77.3 
*** 
71.2 
*** 
53.2 
*** 
53.5 
*** 
59.4 
*** 
54 *** 
22.2 
*** 
9.4 *** 
55.3 
*** 
C 0 
3.4 
*** 
0.7 
*** 
1.2 
*** 
0.5 
*** 
0.2 * 3.5 *** 0.1 . 
4.2 
*** 
4.4 *** 
0.7 *** 
C*E 0 
1.2 
*** 
0.6 
*** 
0.7 
*** 
1.3 
*** 
2.6 *** 2 *** 0.2 0.4 * 0.7 *** 
0.2 * 
Residuals 9.3 82.3 21.4 26.9 45 43.7 35 45.7 73.2 85.5 
43.8 
S3 Table LM1 model for the 11 phenotypes with 189 strains and 3 conditions of 
fermentation 
 
  
CO2max 
(g.L-1) 
lp (h) 
t35g 
(h) 
t50g 
(h) 
t80g 
(h) 
V15_50 
(g.L-1.h-
1) 
V50_80 
(g.L-1.h-
1) 
SO2 
(mg.L-
1) 
Acetic 
acid 
(g.L-1) 
Pyruvate 
(mg.L-1) 
Glycerol 
(g.L-1) 
M15_Sk 95.2 8.2 35.1 51.9 99.2 1.67 1.25 -14 0.19 56 6.85 
M15_Sk - 
SB14_Sk 
-6.2 * +1.7 * -7.8 * 
-10.5 
* 
-10.2 
* 
+0.25 * +0.28 * -7.5 * 0 -27 * +0.29 * 
M15_Sk 
+0.5 * +0.7 * 
+11.5 
* 
+16.3 
* 
+28.6 
* 
-0.36 * -0.27 * +4.4 * 
+0.09 
* 
-5 -2.26 * - 
M15 
S4 Table Phenotypic plasticity at the population level 
The first line indicates M15_Sk average phenotypic values and the two other indicate the effect of each 
environmental parameter: difference between M15_Sk and SB14_Sk (grape must effect), difference 
between M15_Sk and M15 (micro-oxygenation effect). Significant differences are indicated by * 
(Wilcoxon test pval >0.05). 
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QTLid Chr Pos Lod.score Cross Trait 
Chr-1-Pos74327 1 74327 3.59 SBxGN Glycerol 
Chr1-Pos110361 1 110361 4.23 SBxGN lp 
Chr2-Pos103652 2 103652 6.2 SBxGN t35g 
Chr2-Pos103652 2 103652 5.85 SBxGN t50g 
Chr2-Pos103652 2 103652 4.77 SBxGN t80g 
Chr2-Pos103652 2 103652 5.45 SBxGN V15_50 
Chr2-Pos479536 2 479536 4.25 SBxGN Acetic acid 
Chr2-Pos506488 2 506488 8.3 SBxGN t35g 
Chr2-Pos520292 2 518133 5.11 SBxGN V50_80 
Chr2-Pos520292 2 519338 7.43 SBxGN t80g 
Chr2-Pos520292 2 520292 9.59 SBxGN t50g 
Chr2-Pos520292 2 520292 8.97 SBxGN V15_50 
Chr4-Pos349733 4 349733 4.95 M2xF15 Acetic acid 
Chr4-Pos360451 4 360451 3.86 SBxGN SO2 
Chr4-Pos517957 4 517957 3.71 M2xF15 SO2 
Chr4-Pos774251 4 774251 3.85 SBxGN t80g 
Chr4-Pos774251 4 774251 3.6 SBxGN V50_80 
Chr4-Pos788058 4 788058 3.86 SBxGN Pyruvate 
Chr4-Pos870274 4 869889 5.98 M2xF15 V50_80 
Chr4-Pos870274 4 870274 4.97 M2xF15 t35g 
Chr4-Pos870274 4 870274 6.15 M2xF15 t80g 
Chr4-Pos870274 4 870274 3.75 M2xF15 V15_50 
Chr4-Pos870274 4 871957 6.54 M2xF15 t50g 
Chr4-Pos960879 4 960879 4.64 SBxGN Acetic acid 
Chr4-Pos993879 4 993763 5.81 SBxGN V50_80 
Chr4-Pos993879 4 993879 13.19 SBxGN t35g 
Chr4-Pos993879 4 993879 12.07 SBxGN t50g 
Chr4-Pos993879 4 993879 7.29 SBxGN t80g 
Chr4-Pos993879 4 993879 10.39 SBxGN V15_50 
Chr4-Pos1172576 4 1172576 3.74 SBxGN Pyruvate 
Chr4-Pos1426756 4 1426756 3.95 SBxGN SO2 
Chr5-Pos72202 5 72202 5.56 SBxGN Acetic acid 
Chr5-Pos129518 5 129518 8.9 SBxGN lp 
Chr5-Pos159202 5 159202 4.93 SBxGN t80g 
Chr5-Pos159202 5 159202 7.01 SBxGN V50_80 
Chr5-Pos203774 5 202961 4.47 M2xF15 t35g 
Chr5-Pos203774 5 203774 5.9 M2xF15 t50g 
Chr5-Pos203774 5 203774 7.73 M2xF15 t80g 
Chr5-Pos203774 5 203774 NA M2xF15 V50_80 
Chr5-Pos203774 5 242505 5.7 M2xF15 V15_50 
Chr5-Pos309786 5 309786 6.19 M2xF15 Acetic acid 
Chr5-Pos311505 5 310893 8.83 M2xF15 V50_80 
Chr5-Pos311505 5 311505 8.33 M2xF15 t50g 
Chr5-Pos311505 5 311505 8.19 M2xF15 t80g 
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QTLid Chr Pos Lod.score Cross Trait 
Chr5-Pos311505 5 314505 8.17 M2xF15 t35g 
Chr5-Pos311505 5 331589 5.23 M2xF15 V15_50 
Chr5-Pos434306 5 426900 6.79 M2xF15 t35g 
Chr5-Pos434306 5 426900 6.64 M2xF15 t50g 
Chr5-Pos434306 5 434306 7.21 M2xF15 t80g 
Chr5-Pos434306 5 434306 7.73 M2xF15 V50_80 
Chr5-Pos546202 5 546202 4.6 SBxGN Pyruvate 
Chr6-Pos196354 6 196354 3.68 M2xF15 Pyruvate 
Chr7-Pos284698 7 284698 6.18 M2xF15 Acetic acid 
Chr7-Pos399414 7 399414 4.99 SBxGN t35g 
Chr7-Pos399414 7 399414 5.93 SBxGN t50g 
Chr7-Pos399414 7 399414 5.89 SBxGN V15_50 
Chr-7-Pos406719 7 406719 10.97 SBxGN Glycerol 
Chr7-Pos424652 7 424652 4.52 SBxGN t80g 
Chr7-Pos482446 7 482446 3.92 SBxGN CO2max 
Chr7-Pos522374 7 522374 3.51 SBxGN CO2max 
Chr7-Pos550234 7 550234 3.56 SBxGN lp 
Chr7-Pos613719 7 613719 4.05 SBxGN CO2max 
VIII-T-XVI 8 6499 10.74 M2xF15 lp 
VIII-T-XVI 8 13791 13.85 M2xF15 SO2 
VIII-T-XVI 8 20956 5.24 M2xF15 V15_50 
VIII-T-XVI 8 27499 3.92 M2xF15 Acetic acid 
Chr8-Pos129499 8 129499 3.72 M2xF15 Acetic acid 
Chr8-Pos133739 8 133739 6.88 M2xF15 Pyruvate 
Chr8-Pos446336 8 446336 30.39 SBxGN Pyruvate 
Chr8-Pos449469 8 449469 18.45 M2xF15 Pyruvate 
Chr8-Pos481335 8 481335 8 SBxGN Pyruvate 
Chr9-Pos33897 9 33897 5.45 M2xF15 Pyruvate 
Chr9-Pos153623 9 153623 NA M2xF15 t35g 
Chr9-Pos231897 9 231897 4.21 M2xF15 t35g 
Chr10-Pos369220 10 369220 5.37 SBxGN V15_50 
Chr-10-
Pos542091 10 542091 5.95 M2xF15 Glycerol 
Chr10-Pos664874 10 662321 3.98 M2xF15 SO2 
Chr10-Pos706779 10 706779 6.52 M2xF15 Acetic acid 
Chr-11-
Pos377761 11 377761 4.12 M2xF15 Glycerol 
Chr12-Pos18491 12 18491 4.43 SBxGN Pyruvate 
Chr12-Pos443030 12 443030 3.88 SBxGN Pyruvate 
Chr12-Pos827756 12 827756 3.69 M2xF15 t80g 
Chr13-Pos47304 13 47304 4.01 SBxGN V15_50 
Chr13-Pos115181 13 115181 4.14 M2xF15 SO2 
Chr13-Pos199880 13 199880 4.07 M2xF15 t35g 
Chr13-Pos199880 13 199880 3.86 M2xF15 t50g 
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QTLid Chr Pos Lod.score Cross Trait 
Chr13-Pos217882 13 217882 5.78 SBxGN SO2 
Chr14-Pos27762 14 27762 3.61 M2xF15 t80g 
Chr14-Pos417606 14 417606 5.39 M2xF15 t35g 
Chr14-Pos417606 14 417606 7.36 M2xF15 t50g 
Chr14-Pos417606 14 417606 7.75 M2xF15 t80g 
Chr14-Pos417606 14 417606 4.53 M2xF15 V15_50 
Chr14-Pos417606 14 417606 8.14 M2xF15 V50_80 
Chr14-Pos623501 14 623501 8.24 SBxGN Acetic acid 
Chr15-Pos26284 15 26284 5.84 M2xF15 V50_80 
Chr15-Pos105071 15 105071 3.59 SBxGN t80g 
XV-T-XVI 15 150503 18.1 SBxGN SO2 
XV-T-XVI 15 172951 15.63 SBxGN lp 
Chr15-Pos237465 15 237465 7.39 M2xF15 Acetic acid 
Chr15-Pos355526 15 355526 4.62 M2xF15 Acetic acid 
Chr15-Pos443620 15 443620 9.83 M2xF15 Acetic acid 
Chr15-Pos843952 15 843952 3.87 SBxGN Pyruvate 
Chr15-
Pos1018951 15 1018951 13.26 SBxGN Pyruvate 
Chr16-Pos203401 16 203401 4.16 M2xF15 SO2 
Chr16-Pos289235 16 289235 8.26 M2xF15 Acetic acid 
VIII-T-XVI 16 350727 13.69 M2xF15 SO2 
VIII-T-XVI 16 355235 11.49 M2xF15 lp 
XV-T-XVI 16 360803 12.04 SBxGN lp 
XV-T-XVI 16 371802 2.67 SBxGN t80g 
XV-T-XVI 16 371802 3.17 SBxGN V50_80 
XV-T-XVI 16 380802 18.85 SBxGN SO2 
VIII-T-XVI 16 409256 4.25 M2xF15 Acetic acid 
Chr16-Pos482802 16 482802 3.83 SBxGN t50g 
Chr16-Pos756995 16 755802 8 SBxGN t35g 
Chr16-Pos756995 16 756995 9.06 SBxGN t50g 
Chr16-Pos756995 16 756995 9.34 SBxGN V15_50 
Chr16-Pos756995 16 761802 6.24 SBxGN t80g 
Chr16-Pos879639 16 879639 13.07 M2xF15 t35g 
Chr16-Pos879639 16 879639 10.18 M2xF15 t50g 
Chr16-Pos911802 16 911802 10.55 SBxGN t35g 
Chr16-Pos911802 16 911802 8.19 SBxGN V15_50 
Chr16-Pos911802 16 914802 9.56 SBxGN t50g 
Chr16-Pos911802 16 917802 5.7 SBxGN t80g 
 
S5 Table List of QTL identified 
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Acetic 
acid 
CO2max Glycerol lp Pyruvate SO2 Kinetics 
Robust 12 3 3 1 13 5 19 
GM 2 0 1 3 0 2 6 
µ-Ox 1 0 0 0 0 2 2 
µ-Ox & 
GM 
0 0 0 1 0 0 1 
S6 Table Number of QTL and their interaction level 
 
S7 Table Hemizygote dataset 
S8 Table Genetic map of SBxGN progeny 
 
129 
 
129 
Dissection of the molecular bases of genetics x environmental interactions: a study of phenotypic 
plasticity of Saccharomyces cerevisiae in natural grape juices. 
5 Résultats complémentaires : Impact de variations 
génétiques non mendéliennes sur la détection de QTL.  
 Présentation du matériel génétique utilisé 
Les premiers travaux de cartographie de QTLs au laboratoire ont été réalisés sur un hybride issu des 
souches SB et GN (Marullo et al., 2007b, 2007a). Cependant la population de descendants utilisés dans 
ces premières études était issue d’un hybride différent de celui présenté dans l’article 2. Cet hybride 
isogénique à SBxGN a été construit à partir de la souche GN croisée avec un dérivé haploïde de SB 
(hoSB). Cet hybride initialement nommé BN sera dénommé hoSBxGN tout au long de cet ouvrage. Dans 
la souche hoSB, le gène HO a été remplacé par la cassette kanMx4 conférant à la levure un statut 
hétérothallique, un signe sexuel stable (mat alpha) et une résistance à la drogue G418 (Marullo et al., 
2006). Cette résistance associée à une nature haploïde a permis la réalisation de plusieurs cycles de 
croisement/sporulation générant une population panmictique fortement recombinée (Marullo, 2005). 
Après cinq cycles, une dernière sporulation a permis d’isoler 117 clones monosporiques résistants à la 
G418 et par définition haploïdes. Cette population a été utile à la détection de plusieurs QTLs impliqués 
dans la production d’acide acétique (Marullo et al., 2007a), la production d’H2S (Marullo et al., 2007b), 
la durée de la phase de latence (Zimmer et al., 2014) et plus récemment l’adaptation des souches aux 
conditions de prise de mousse (Martí-Raga et al., 2017). Les descendants de hoSBxGN et SBxGN ont 
été génotypés par la même méthode de séquençage à haut débit et possèdent la même carte 
génétique. 
Si les deux descendances partagent le même jeu d’allèles en ségrégation, elles présentent quatre 
différences non mendéliennes au sens où celles-ci ne ségrégent pas dans les deux sous populations. 
Les deux premières différences sont le niveau de ploïdie et la présence de la cassette kanMx4. Elles 
sont liées à la stratégie de construction des hybrides. La descendance de SBxGN est diploïde (2n) et 
homothallique (HO) tandis que celle de hoSBxGN est haploïde (n) et sexuée (ho::kanMx4). Deux autres 
différences plus inattendues ont pu être mises en évidence. En effet, les deux hybrides se distinguent 
par la nature de leur ADN mitochondrial et par la présence d’évènements de recombinaison mitotiques 
indépendants qui ont été transmis à l’intégralité de leurs descendances respectives. L’ensemble de ces 
événements génétiques non mendéliens a des répercussions importantes sur la détection des QTLs 
bien que les cartes génétiques des populations soient parfaitement identiques. Cette question ne 
faisant pas partie des priorités de la thèse nous n’avons pu étudier que 68 individus du croisement 
hoSBxGN (2 répétitions). Cependant la mesure des phénotypes a été réalisée dans les mêmes 
conditions que celles de l’Article 2 ce qui permet une comparaison fiable des deux sous populations. 
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 La mitochondrie a-t-elle un effet sur la cinétique 
fermentaire ? 
5.2.1 Rappel de la transmission de l’hérédité mitochondriale de 
S. cerevisiae 
L’ADN mitochondrial (ADN-mt) est une molécule circulaire d’environ 85 kb codant plusieurs gènes 
indispensables à la respiration. Chez S. cerevisiae, entre 30 et 100 copies du génome mitochondrial 
sont présentes par cellule (Dujon, 1981). Lors d’un croisement, chacune des souches parentales 
apporte au zygote ses mitochondries contenant les génomes mitochondriaux respectifs (on parle de 
mitotypes). Le génome mitochondrial est très polymorphe (Burton et al., 2007; Johnson et al., 2003) ; 
lorsque deux souches ayant des mitotypes différents se croisent le génome mitochondrial de l’hybride 
devient homogène après plusieurs mitoses successives (moins d’une vingtaine de générations) (Dujon, 
1981; Solieri, 2010). Cette séquence d’homogénéisation conduit à des hybrides dits homoplasmiques 
qui possèdent le mitotype d’un des deux parents. Cependant, avant l’homogénéisation complète, des 
évènements de recombinaison et de conversion génique entre les deux mitotypes parentaux peuvent 
avoir lieu (Nunnari et al., 1997). Dans ce cas, le génome mitochondrial issu de la séquence 
d’homogénéisation peut être différents des génomes mitochondriaux parentaux.  
5.2.2 Cas des hybrides hoSBxGN et SBxGN 
De récents travaux de séquençage ont démontrés que hoSBxGN et SBxGN ont hérité de génomes 
mitochondriaux différents. L’hybride hoSBxGN possède un ADN-mt très proche de la souche GN (noté 
[rhoGN]) tandis que l’hybride SBxGN possède un ADN-mt recombiné [rhorec]. Récemment, la purification 
de la molécule d’ADN-mt de l’hybride SBxGN a permis son séquençage par la technologie MinION 
(Oxford nanopore). Les premières analyses délivrent des reads de 85 kb permettant de reconstituer la 
séquence complète du génome [rhorec] (Sharma et al. en préparation). L’hybride SBxGN a 
principalement hérité du mitotype GN mais présente au moins deux fragments provenant du mitotype 
SB. L’un deux contient l’intégralité du gène COB1 (Fig 22). Notons que des variations génétiques 
potentiellement délétères sont retrouvées dans l’allèle SB de ce gène (résultats non montrés). Ces 
deux mitotypes différents possédés par les hybrides ont été transmis aux descendances respectives. 
La population hoSBxGN a donc le mitotype [rhoGN] tandis que celle SBxGN a le mitotype [rhorec]. Ils se 
distinguent principalement pour leur séquence du gène COB1. 
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Fig 22 Carte génétique de la mitochondrie de SBxGN 
Carte génétique de la mitochondrie de l’hybride SBxGN. le génome présenté a été reconstruit par 
assemblage de novo en utilisant des reads longs obtenu par la technologie Oxford Minion. Les SNPs 
spécifiques aux génomes mitochondriaux des souches SB et GN sont indiqués le long du génome ils 
ont été obtenus par séquençage Illumina (Sharma et al. en préparation). 
 
5.2.3 Effet de la mitochondrie sur les performances fermentaires de 
S. cerevisiae 
Au sein du genre Saccharomyces, le génome mitochondrial a un effet fort sur les performances 
technologiques des souches pour des traits liés au métabolisme respiratoire (Albertin et al., 2013; 
Picazo et al., 2015). En revanche, jusqu’ici aucun effet de l’ADN-mt sur les traits fermentaires n’a été 
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établi. Dans ce travail nous montrons que l’hérédité mitochondriale peut avoir un effet conséquent 
sur des phénotypes fermentaires. 
 Impact du génome mitochondrial sur la cinétique 
fermentaire 
La nature recombinée de SBxGN a été précédemment identifiée et son hérédité suggère un impact 
possible sur des phénotypes fermentaires (Marullo et al., 2007b). Pour valider cette hypothèse 
plusieurs hybrides entre SB et GN ont été générés afin de tester la transmission des mitotypes 
parentaux (Philippe Marullo, communication personnelle). Après plus de 80 générations permettant 
une restauration de l’homoplasmie, l’hérédité mitochondriale de 48 hybrides indépendants a été 
testée par qPCR en utilisant deux marqueurs génétiques qui discriminent les allèles parentaux de COB1 
et de COX2. Ces résultats obtenus montrent que pour ce fonds génétique, la recombinaison 
mitochondriale n’est pas un évènement rare (Tableau 2). En effet, le mitotype recombiné [rhorec] 
(COB1SB,COX2GN) a une fréquence d’apparition de 23 % sur 4 mitotypes possibles. Le mitotype inverse 
[rhorec1 ] (COB1GN,COX2SB) est également détecté mais aucun hybride ne conserve cette combinaison 
après 80 générations ce qui suggère une possible incompatibilité génétique. 
Mitotype génotype All hybrids (nb) Homogenous (nb) Stable (%) Petites 
[rhoGN] COB1GN,COX2GN 19 12 63,2 1/19 
[rhoSB] COB1SB,COX2SB 8 7 87,5 0/8 
[rhorec] COB1SB,COX2GN 11 4 36,3 0/11 
[rhorec1] COB1GN,COX2SB 5 0 0 1/5 
[rhoGN] + [rhoSB] heteroplasmic 3 0 0 3/3 
Tableau 2 Évaluation des recombinaisons mitochondriales sur 48 hybrides isogéniques 
 
Grâce à ce nouveau matériel génétique, nous avons testé l’impact de l’ADN-mt sur des paramètres 
fermentaires dans un contexte isogénique. Les deux mitotypes parentaux [rhoGN] et [rhoSB] sont 
comparés à deux autres hybrides présentant le mitotype recombiné [rhorec]. L’un d’eux est le clone 
SBxGN utilisé pour la cartographie QTL.  
Les fermentations ont été réalisées dans du moût SB14 en faisant varier les conditions de micro-
oxygénation selon les codes décrit dans l’Article 1 (p 54) : Sk.3_SV, Sk.5_SV et noSk.5_SV. Aucun effet 
significatif sur la concentration des composés métaboliques n’a été identifié. En revanche, un effet net 
du mitotype est observé sur la cinétique fermentaire notamment sur le t80g (Fig 23). Les hybrides 
porteurs des mitotypes [rhorec] sont plus lents que ceux porteurs des mitotypes parentaux [rhoGN] et 
[rhoSB]. Ces résultats montrent pour la première fois l’impact de la mitochondrie sur la cinétique 
fermentaire d’une souche. Cette observation n’ayant jamais été faite dans le passé il est possible que 
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ce phénotype soit causé par une ou plusieurs combinaisons délétères se retrouvant dans l’ADN-mt 
recombiné. Cette hypothèse est renforcée par l’absence de différences entre les hybrides portant les 
mitotypes parentaux. Cette différence génétique non mendélienne majeure sera utile pour éclairer les 
résultats surprenants que nous allons présenter par la suite. 
 
  
Fig 23 Les souches avec le mitotype [rhorec] ont une vitesse de fermentation plus lente 
Les valeurs représentées sont la moyenne de 3 répétitions. Les barres d’erreur représentent l’erreur 
type et des lettres différentes indiquent une différence significative (test de Tukey HSD, α = 0.05). 
 
 Evènements de recombinaison indépendants entre les 2 
hybrides 
Mise à part l’hérédité mitochondriale, deux hybrides indépendants peuvent présenter des 
réarrangements chromosomiques tels que des conversions géniques, des translocations, des 
duplications segmentielles, ou des aneuploïdies. Les génomes de hoSBxGN et SBxGN sont très 
similaires et ne présentent pas après analyse détaillées de réarrangements chromosomiques majeurs 
(Sharma et al. communication personnelle). En revanche, les cartes génétiques des deux descendances 
portent la marque d’évènements de recombinaisons mitotiques ayant eu lieu chez l’hybride SBxGN. La 
Fig 24 montre le pourcentage de recombinaison entre les paires adjacentes de marqueurs le long de 
la carte génétique pour les descendants de hoSBxGN et de SBxGN. Le pourcentage de recombinaison 
moyen est significativement différent entre les deux croisements : 12,2 % pour hoSBxGN et 8,3 % pour 
SBxGN (wilcoxon, pval < 0.05). Ce résultat est dû aux cycles de croisements panmictiques mis en œuvre 
lors de la construction de hoSBxGN. Mise à part cette différence, les cartes génétiques diffèrent au 
niveau de cinq paires de marqueurs indiquées par des flèches sur la Fig 24. Pour ces positions, la 
descendance de SBxGN présente un pourcentage de recombinaison très élevé, autour de 80 %, alors 
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que la descendance de hoSBxGN possède les valeurs moyennes attendues pour ces distances 
physiques, autour de 15 % (Tableau 3).  
 
Fig 24 L’hybride SBxGN a subi des évènements de recombinaison 
Pourcentage de recombinaison entre chaque paire de marqueurs adjacents le long du génome. 
 
Marqueur 1 Marqueur 2 Rec_hoSBxGN Rec_SBxGN %rec/kb %rec/kb 
V_388012 V_391256 8,3 94,4 2,6 29,1 
VII_134419 VII_136768 9,8 86,5 4,2 36,8 
VIII_452058 VIII_465492 18,4 91,8 1,4 6,8 
XII_845346 XII_855661 17,5 83,6 1,7 8,1 
XVI_476932 XVI_500069 30,8 77,3 1,3 3,3 
Tableau 3 Différences entre hoSBxGN et SBxGN 
 
Par définition le pourcentage de recombinaison de deux marqueurs non liés génétiquement doit être 
de 50 %. Une valeur largement supérieure signifie que la configuration recombinée est majoritaire 
dans la descendance. Cela peut être expliqué par un événement de translocation réciproque entre les 
deux brins d’un même chromosome. Si ce type d’événement survient au cours de la mitose, il modifie 
les haplotypes parentaux. Ces inversions d’haplotypes sont transmises à l’ensemble de la descendance 
et peuvent être détectée au sein de la descendance (Fig 25). Les raisons expliquant pourquoi ce type 
de réarrangement n’est détecté que dans l’hybride hoSBxGN sont difficiles à établir. Ces cinq 
inversions constituent néanmoins des différences génétiques non mendéliennes entre les deux 
croisements. 
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Fig 25 Représentation schématique de l’évènement de recombinaison entre les 
marqueurs VIII_452058 et VIII_465492. 
 
 Impact de facteurs non mendéliens sur l’héritabilité de 
caractères complexes 
5.5.1 Différences phénotypiques entre les deux descendances 
La comparaison des valeurs phénotypiques moyennes des deux descendances montre des différences 
significatives sur l’ensemble des traits mesurés (Tableau 4). Les différences les plus importantes 
concernent la production de pyruvate et de glycérol. La Fig 26 montre en exemple la différence de 
production de pyruvate entre les deux populations. Une différence est notamment obtenue pour la 
cinétique de fermentation. En effet, le paramètre t80g (temps pour produire 80 % du CO2 attendu) est 
plus faible chez la descendance hoSBxGN que chez celle de SBxGN. Ce dernier résultat peut-être 
expliqué par la différence de mitotypes entre les deux sous-populations. Cependant il peut aussi être 
expliqué par la différence de ploïdie des ségrégants. En effet, plusieurs études ont montrés que la taille 
des cellules (en lien directe avec la ploïdie) influence la cinétique de la fermentation alcoolique pour 
des souches isogéniques (Marullo et al., 2006; Salmon, 1997) ou pour des souches non apparentées 
(Albertin et al., 2011). De son côté, la comparaison de souches ayant la même ploïdie avec des 
mitotypes différents suggère que l’hérédité mitochondriale doit avoir un impact non négligeable 
(Fig 23, p 133). 
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Croisement Milieu 
Acetic 
acid 
CO2max Glycerol lp Pyruvate SO2 t35g t50g t80g V15_50 V50_80 
SBxGN SB14_SK 0,16 c 89,3 d 7,36 a 10,05 b 34 c -21,3 d 28,5 e 43,7 d 93,8 d 1,82 b 1,44 b 
hoSBxGN SB14_SK 0,19 bc 88 e 6,73 b 11,03 a 21 d -19,1 c 26,5 f 39,9 e 84,6 e 1,92 a 1,65 a 
SBxGN M15_Sk 0,17 c 95,2 a 6,97 b 8,82 d 68 a -13,4 b 36,6 c 54,2 c 101,2 c 1,57 d 1,26 c 
hoSBxGN M15_Sk 0,2 b 93,6 c 5,87 c 8,24 d 28 cd -12,8 b 34,6 d 51,9 c 98 cd 1,63 c 1,27 c 
SBxGN M15 0,27 a 94,4 b 4,65 d 9,37 c 57 b -9,8 a 46,5 b 68 b 126,2 b 1,32 e 1 d 
hoSBxGN M15 0,29 a 93,4 c 4,43 d 9,47 bc 28 cd -9 a 48,3 a 71,1 a 135,7 a 1,25 f 0,89 e 
Tableau 4 Différence phénotypique entre les deux descendances 
Comparaison entre la moyenne phénotypique des descendants de SBxGN et hoSBxGN (respectivement 
68 et 94 descendants). Des lettres différentes indiquent une différence significative (Tukey, α = 0.05). 
 
 
Fig 26 Différence de production de pyruvate entre les deux descendances 
Le diagramme en barre montre les valeurs phénotypiques moyennes obtenues pour les 68 et 94 
ségrégants de hoSBxGN et de SBxGN dans chaque environnement. La barre d’erreur indique l’erreur 
type. Des lettres différentes indiquent une différence significative (test de tukey HSD, α = 0.05). Les 
figures en-dessous illustrent la distribution de la production de pyruvate en fonction du croisement et 
de l’environnement. Chaque point représente une souche et elles sont classées sur l’axe des abscisses 
en fonction du rang de leur valeur phénotypique. 
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 Le paramètre « croisement », un microenvironnement 
génétique qui influence la détection de QTL. 
Une cartographie de QTL a été réalisée en utilisant les données des 162 individus partageant 
exactement la même carte génétique. Elle a été conduite en suivant la même méthode que celle 
détaillée dans le matériel et méthode de l’Article 2. Dans ce cas précis, nous avons deux paramètres 
environnementaux. Un paramètre « Environnement » regroupant les trois conditions utilisées 
(SB14_Sk, M15_Sk, et M15) et un « croisement » définit par le fonds génétique (SBxGN ou hoSBxGN). 
Les niveaux d’interaction des QTLs avec ces deux facteurs sont évalués avec le modèle ci-dessous :  
𝑦𝑖𝑗𝑘 = 𝑚 + 𝐺𝑖 +  𝐶𝑗 + 𝐸𝑘 + (𝐺 ∗ 𝐶)𝑖𝑗 + (𝐺 ∗ 𝐸)𝑖𝑘 + 𝜖𝑖𝑗𝑘  
où 𝑦𝑖𝑗𝑘  est la valeur moyenne mesurée pour le génotype i (i = GN ou SB) dans le croisement j (j = 
hoSBxGN ou SBxGN) dans l’environnement k (k= SB14_Sk, M15_Sk ou M15), m la valeur moyenne 
mesurée pour ce trait, 𝐺𝑖  l’effet génotype, 𝐶𝑗 l’effet croisement, 𝐸𝑘 l’effet environnement, (𝐺 ∗ 𝐶)𝑖𝑗 
l’effet de l’interaction entre le génotype et le croisement et (𝐺 ∗ 𝐸)𝑖𝑗  l’effet de l’interaction entre le 
génotype et l’environnement.  
L’intégration du facteur croisement permet d’estimer la variation de l’effet des QTLs en fonction des 
quatre événements non mendéliens qui distinguent les deux populations : le mitotype, la ploïdie, les 
cinq réarrangements chromosomiques, et le kanMx4. Malheureusement le modèle ne permet pas de 
distinguer si des effets d’interactions détectés sont liés à l’action simple ou combinée de ces 4 facteurs.  
Ce jeu de donnée permet la détection de 96 QTLs (Fig 27). Ce nombre plus important que celui rapporté 
dans l’Article 2 pour la seule population SBxGN (41 QTLs) est lié à la taille plus importante de la 
population qui augmente le pouvoir de détection (Lander and Botstein, 1989). 
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Fig 27 Nombre de QTLs identifiés  
Nombre de QTLs identifiés avec les données des descendances de hoSBxGN et SBxGN dans les trois 
conditions SB14_Sk, M15_Sk et M15. 
 
Le profil d’interaction de chaque QTLs est représenté sur la Fig 28. Les QTLs qui interagissent peu sont 
situés à gauche du diagramme ternaire. Ceux qui interagissent avec l’environnement (tous milieux 
confondus) sont situés à droite du diagramme et ceux qui interagissent avec le croisement se situent 
dans le coin supérieur. Cette première analyse indique que seulement 36 % des QTLs n’ont aucune 
interaction significative avec le croisement ou l’environnement. De manière surprenante la part de 
QTLs qui interagit significativement avec l’environnement est réduite à 6 % alors qu’elle est de 58 % 
pour ceux qui interagissent avec le croisement. Les QTLs qui conservent une interaction stable avec 
l’environnement dans les deux croisements sont rares. Le niveau important d’interaction GxC masque 
les autres interactions GxE précédemment détectée. C’est le cas par exemple pour le QTL V_143683 
(Fig 28) dont l’effet a une forte interaction avec le moût dans la descendance de SBxGN mais aucune 
interaction dans la descendance de hoSBxGN. Les QTLs avec un niveau d’interaction stable en fonction 
de la descendance sont principalement identifiés pour la phase de latence (4/6). Ces derniers ont le 
même profil avec un effet fort en Sauvignon Blanc et peu d’effet dans les deux autres conditions. C’est 
le cas du QTL de la translocation XV-t-XVI lié à SSU1 dont la dissection moléculaire est rapportée dans 
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l’Article 2. Ce résultat surprenant souligne que de très nombreux QTL identifiés n’ont pas exactement 
la même expressivité en fonction du fonds génétique. C’est le cas du QTL XVI_794802 (Fig 28). Le ratio 
des trois effets G, GxC et GxC par trait montre que l’effet G explique en moyenne 50 % de l’effet des 
QTLs, le GxC 40 % et le GxE 10 % (Fig 29). 
 
 
Fig 28 Profil d’interaction des QTLs 
Chaque point dans le diagramme ternaire représente un QTL. Il est situé en fonction du ratio entre son 
effet génétique simple (G), son interaction avec l’environnement (GxE) et son interaction avec le 
croisement (GxC). Chaque point est coloré en fonction du phénotype pour lequel il a été identifié et a 
une forme en fonction de la significativité de ses interactions. Des exemples de QTLs aux profils 
extrêmes sont indiqués. Pour cela les effets des QTLs en fonction du croisement et en fonction de la 
condition sont représentés. Chaque point correspond à la valeur phénotypique d’un individu et la 
moyenne des individus par catégorie est indiquée par une forme plus grande.  
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Fig 29 Profil d’interaction par trait 
Les valeurs représentées sont les ratios moyens par traits entre les effets G, GxC et GxE estimés à partir 
du modèle présenté dans le paragraphe précédent. 
 
5.6.1 Mise en évidence de l’impact d’un événement de recombinaison 
sur la production de pyruvate 
L’un des QTLs identifiés pour la production de pyruvate est localisé au niveau du chromosome VIII. 
Deux pics avec le même LOD score correspondent aux marqueurs VIII_452058 et VIIII_465492 (Fig 30). 
Comme nous l’avons montré sur les Fig 24 et 25 (p 134-135) ce locus a subi chez l’hybride SBxGN un 
événement de recombinaison avec une inversion des haplotypes parentaux. L’obtention de deux pics 
est un artefact de l’analyse de liaison qui ne considère pas l’événement de recombinaison survenu 
chez l’hybride SBxGN.  
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Fig 30 Double pic identifié pour le pyruvate 
LOD score le long du chromosome 9 pour le pyruvate. Deux pics aux marqueurs VIII_446336 et 
VIII_481335 sont identifiés. 
 
De façon intéressante, ce QTL interagit fortement avec la nature du croisement (Fig 31). En effet, ce 
locus n’a aucun effet dans la descendance de hoSBxGN alors qu’il a un effet fort dans la descendance 
de SBxGN. Avec 24 % de la variance totale expliquée pour la production de pyruvate, c’est le QTL 
détecté ayant l’effet le plus fort. Il explique en partie la différence importante de production de 
pyruvate entre les deux descendances décrite dans la partie 5.5 de ce chapitre (Fig 26, p 136). Le gène 
ENO2 (chrVIII :451327..452640) se trouve à cet emplacement du génome. Il code pour l’énolase II, une 
phospho-pyruvate hydratase qui catalyse la conversion du 2-phosphoglycérate en phospho-énol-
pyruvate pendant la glycolyse (McAlister and Holland, 1982). Cette protéine catalyse l’étape située en 
amont de celle produisant le pyruvate. A cause de cette fonction, le gène ENO2 constitue donc un gène 
candidat particulièrement pertinent pour expliquer l’effet de ce QTL. Cependant, l’analyse des 
séquences parentales ne révèle aucune variation génétique susceptible de modifier l’activité ou 
l’expression de cette protéine. En revanche les deux descendances se distinguent par l’évènement de 
recombinaison qui a eu lieu à ce locus dans l’hybride SBxGN. Des analyses de séquences 
complémentaires doivent donc être réalisées pour confirmer la nature des variations génétiques mise 
en jeu. Nous devrons confirmer l’inversion des haplotypes chez l’hybride par séquençage et 
comprendre si un événement de recombinaison avec une perte d’homologie a pu produire un allèle 
délétère dans la séquence codante ou sur le promoteur du gène ENO2. 
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Fig 31 L’effet du QTL VIII_446336 varie fortement en fonction du croisement 
Chaque point représente la valeur phénotypique moyenne d’un ségrégant par condition de 
phénotypage. Ils sont classés en fonction de leur génotype au marqueur VIII_446336 et de l’hybride 
duquel ils sont issus. Les plus gros points indiquent la moyenne de chaque sous-population. 
 
5.6.2 Impact de l‘ADN-mt sur la vitesse de fermentation 
Le QTL XVI_794802 identifié pour le V15_50 est celui pour lequel le niveau d’interaction le plus fort 
avec le croisement a été identifié (6,5 % de la variance totale expliquée). L’effet de ce QTL est 
totalement inversé en fonction du croisement (Fig 28, p 139). A cet emplacement du génome, on 
retrouve le gène MSS18 (Chromosome XVI, 798051..798857) qui code pour une protéine nécessaire à 
l’épissage efficace d’un intron de COX1 présent sur le génome mitochondrial (Séraphin et al., 1988). 
Même si les ADN-mt des deux descendances se distinguent seulement pour l’allèle de COB1, le lien 
direct de MSS18 avec l’épissage d’un transcrit codée par l’ADN-mt le désigne comme un gène candidat 
particulièrement pertinent. 
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 Discussion sur l’impact d’événements génétiques non 
mendéliens impactant l’expressivité de QTLs dans un 
contexte quasi–isogénique.  
Les données obtenues révèlent un effet fort du croisement sur l’effet des QTLs identifiés, bien que les 
deux sous populations étudiées partagent exactement les mêmes cartes génétiques. Ces effets 
parviennent à masquer une part importante des interactions GxE décrites dans l’article 2 apportant un 
degré de complexité supplémentaire presque alarmant. 
Ces résultats soulignent que des événements génétiques non mendéliens (qui ne ségrégent pas) 
modulent fortement l’expressivité de nombreux QTLs dans un contexte quasi-isogénique. L’exemple 
étudié ici est sans doute extrême. En effet, les deux descendances présentent de nombreuses 
différences. (1) le niveau de ploïdie, (2) l’hérédité mitochondriale, (3) des événements de 
recombinaison, (4) l’expression d’un gène hétérologue bien que celui-ci soit supposé neutre sur les 
traits étudiés (kanMx4). L’ensemble de ces différences constitue une sorte de microenvironnement 
dans lequel les mêmes allèles en ségrégation peuvent agir sur le phénotype de manière différente. 
Parmi les 4 facteurs différentiant les hybrides SBxGN et hoSBxGN, tous n’ont pas le même poids.  
En comparant les cartes génétiques des hybrides nous mettons en évidence cinq événements de 
recombinaison dont un, situé sur le chromosome VIII, impacte la variabilité phénotypique du pyruvate 
pour la descendance de SBxGN. Ce résultat démontre que des souches isogéniques sont susceptibles 
d’être porteuses de différences génétiques ponctuelles pouvant avoir des effets significatifs sur un 
phénotype. Cependant, les 4 autres évènements n’ont pas d’effet et les profils de recombinaison de 
l’ensemble des autres marqueurs (Fig 24, p 134) sont parfaitement parallèles. Ces résultats suggèrent 
que les deux hybrides ont généré des descendances similaires et que le QTL VIII_446336 qui a un effet 
fort sur le pyruvate a un rôle modeste sur les autres interactions GxC observées.  
Un autre phénomène non-mendélien peut distinguer les deux hybrides et n’a pas été étudié avec les 
données dont nous disposions. Il s’agit d’évènements de conversion génique (Szostak et al., 1983). Ce 
phénomène décrit le remplacement d’un allèle parental à un locus donné par celui de l’autre parent. 
Il correspond donc à une perte d’hétérozygotie. Ce type d’évènement pourrait arriver de manière 
indépendante dans les deux hybrides. Dans le cas où le locus affecté aurait un impact sur l’un des 
phénotypes étudiés, sa ségrégation dans seulement l’une des descendances expliquerait pourquoi les 
effets de certains QTLs sont spécifiques au croisement. Les marqueurs utilisés dans cette analyse ont 
été filtrés pour leur ségrégation mendélienne dans les deux populations (hoSBxGN et SBxGN). Une 
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analyse supplémentaire cherchant les marqueurs qui ségrégent dans une seule descendance pourrait 
identifier l’existence de tels évènements et déterminer s’ils colocalisent avec des QTLs dont l’effet n’est 
détecté que dans une descendance. 
Concernant la cassette kanMx4, elle est supposément neutre par rapport aux phénotypes étudiés. Cela 
se vérifie notamment lors du test d’hybrides hémizygotes réciproques sur un gène qui n’a pas d’effet 
où les deux souches ayant intégré la cassette ont le même phénotype que l’hybride (Martí-Raga et al., 
2017). 
Les deux principales différences entre les deux sous population sont le niveau de ploïdie et l’hérédité 
mitochondriale. Ces deux paramètres qui ne ségrégent pas dans les sous-populations respectives 
expliquent certainement une grande partie des interactions GxC mesurées dans cette expérience. Il 
est malheureusement difficile de discriminer ces deux effets avec le jeu de données dont nous 
disposons à l’heure actuelle. La solution la plus simple est l’étude de l’impact du génome mitochondrial 
en utilisant la stratégie proposée dans la partie 5.3 de ce chapitre (p 132). En effet en comparant le 
phénotype des hybrides (par définitions 2n). L’effet de la ploïdie peut être alors éliminé et les 
différences observées doivent être en grande partie liées au mitotype. Au cours de cette thèse nous 
n’avons pas pu différencier de manière significative les phénotypes hoSBxGN et SBxGN au cause du 
faible nombre de répétitions effectuée (seulement 2 répétitions). Une analyse plus poussée devrait 
permettre d’évaluer pour chacun des caractères l’effet mitochondrie et de déduire celui de la ploïdie. 
Bien évidemment cette estimation sera réalisée uniquement dans le fonds génétique de l’hybride, ce 
qui risque de masquer de nombreuses relations d’épistasie. Bien que cette distinction n’ait pas pu être 
effectuée, nous discuterons de l’effet de la ploïdie et de l’ADN-mt de façon séparée. 
Le niveau de ploïdie a de nombreuses répercussions sur la morphologie et la physiologie de la levure. 
L’expression de certains gènes est différemment affectée et la proportion relative de certaines 
protéines varie en fonction du niveau de ploïdie (Galitski et al., 1999; M F de Godoy et al., 2008). C’est 
surtout le cas des protéines liées à la voie de signalisation des phéromones qui sont présentes chez les 
cellules haploïdes mais absentes des diploïdes (Dohlman and Slessareva, 2006). Les cellules haploïdes 
et diploïdes ont des modes de bourgeonnement bien distincts générés par des différences majeures 
dans l’organisation du cytosquelette (Chant and Pringle, 1995). Tandis que le bourgeon des cellules 
diploïdes émerge successivement de chaque côté de la cellule (bourgeonnement bipolaire), il est axial 
chez les cellules haploïdes en émergeant systématiquement du même côté. Ces changements 
pourraient également modifier le microenvironnement cellulaire. 
Par ailleurs les cellules diploïdes sont en moyenne deux fois plus grandes que les cellules haploïdes 
(Galitski et al., 1999). D’un point de vu géométrique une sphère qui double de volume augmente sa 
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surface par 1,59. Ce constat géométrique change le rapport surface/volume entre les cellules 
haploïdes et diploïdes. Dans le contexte de la fermentation, il a été démontré sur des séries 
isogéniques que les cellules haploïdes fermentent plus rapidement que celles diploïdes ou tétraploïdes 
(Salmon, 1997). Cet effet a été observé sur la souche hoSB qui fermente plus vite que son homologue 
diploïde SB (Marullo et al., 2006). De manière plus générale, la taille de la cellule semble inversement 
corrélée au flux spécifique maximal dans différentes conditions fermentaires (Albertin et al., 2011). 
Cette relation avec la taille peut être notamment expliquée par un changement du rapport 
surface/nombre de copie du génome qui ne varie pas de la même façon. L’effet de certains QTLs 
pourrait être dépendant de la concentration relative en protéines dans le cytoplasme et varier d’une 
descendance à l’autre. 
Le quatrième facteur susceptible d’influencer les interactions GxC est l’ADN mitochondrial. Comme le 
niveau de ploïdie, l’ADN-mt a de nombreux effets sur la physiologie de la levure. La mitochondrie a un 
rôle dans la phosphorylation oxydative (Utter et al., 1958), l’homéostasie (Li et al., 2001), la maturation 
et l’assemblage des protéines (Lill and Kispal, 2000). Les protéines codées par le génome mitochondrial 
interagissent directement avec des protéines codées par le génome nucléaire pour la formation de 
complexes mitochondriaux qui assurent le bon fonctionnement de la mitochondrie (cytochrome c, 
cytochrome bc, ATPase) (Borst and Grivell, 1978). Des incompatibilités entre un génome nucléaire et 
un génome mitochondrial sont possibles et peuvent être la cause d’une stérilité entre S. cerevisiae et 
S. bayanus (Lee et al., 2008). 
Il est donc possible que des variations présentes au niveau du génome nucléaire s’expriment 
différemment en fonction de l’ADN-mt présent dans la cellule. Des effets de cette nature ont déjà été 
observés dans l’espèce A. thaliana (Campbell and Waser, 2001) pour laquelle la transmission des 
génomes mitochondriaux et plastidiaux est maternelle. Des cartographies de QTLs réalisées sur des 
croisements réciproques ont permis de mettre en lumière des niveaux d’interaction nucléo-
cytoplasmique très importants sur l’utilisation de l’eau en condition de sécheresse ainsi qu’au niveau 
métabolique (Campbell and Waser, 2001; Joseph et al., 2013; McKay et al., 2008). Dans notre 
expérimentation, le QTL qui possède la plus forte interaction avec le facteur croisement se situe au 
niveau d’un gène qui interagit directement avec la mitochondrie en contrôlant l’épissage d’un gène 
codé par l’ADN-mt. L’identification de ce type de gêne renforce l’hypothèse d’une implication forte de 
l’ADN-mt dans l’effet GxC observé. Le test d’hybrides isogéniques se distinguant uniquement par leur 
ADN-mt a montré que le génome mitochondrial pouvait avoir un impact sur la vitesse de fermentation 
et a confirmé la possibilité d’un effet mitochondrial sur des caractères technologiques en condition de 
fermentation.  
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5.7.1 Conclusion et perspectives sur la partie variations génétiques non 
mendéliennes 
Le facteur précis à l’origine de la variation importante de l’effet des QTLs en fonction de la descendance 
n’a pas formellement été identifié au cours de cette thèse. La discussion ci-dessus montre que ces 
facteurs pourraient être multiples. Des expérimentations supplémentaires permettraient de mieux 
discriminer l’origine de ces interactions. Un effet mitochondrie pourrait être déterminé en effectuant 
le remplacement allélique des QTLs à tester dans les deux hybrides (hoSBxGN et SBxGN). Il faut 
cependant noter qu’ils se distingueraient quand même encore par les évènements de recombinaison 
indépendants. Un effet de la ploïdie pourrait être déterminé en observant l’effet du remplacement 
allélique d’un QTL dans les souches parentales SB est GN (diploïdes homozygotes) et leur clone 
monosporique correspondant (haploïdes). De manière plus générale, le test de ces hypothèses 
pourrait être réalisé avec la construction de nouvelles descendances qui se distingueraient chacune 
seulement pour l’un des facteurs suspectés. 
Un effet aussi fort de l’hybride sur l’effet des QTLs n’était pas attendu. La cartographie de QTLs est 
souvent réalisé dans des population haploïdes (Bloom et al., 2013; Brice et al., 2014; Cubillos et al., 
2011; Marullo et al., 2007a; Noble et al., 2015; Romano et al., 2010; Steinmetz et al., 2002). L’hérédité 
mitochondriale n’est quant à elle jamais questionnée. Avec l’objectif d’identifier des QTLs dont l’effet 
reflète leur impact réel au sein des souches de vins, il est important de pouvoir déterminer la source 
exacte de cette variation afin de pouvoir en tenir compte dans les futures expérimentations. 
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“Si yo fuera Maradona…” 
Manu Chao, jaloux devant la ségrégation des caractères, dans La vida es una tombola. 
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1 Validation moléculaire de QTLs impliqués dans la 
production de SO2 
 Choix des gènes étudiés et stratégie générale 
Cette dernière partie présente la dissection moléculaire de gènes localisés dans certains des QTLs 
identifiés dans l’Article 2. Pour différentes raisons stratégiques, nous avons focalisé nos efforts sur les 
régions génétiques contrôlant la production de deux métabolites encore peu étudiés afin de répondre 
aux besoins du producteur et du consommateur. D’une part, nous nous sommes intéressés à la teneur 
en SO2 retrouvée en fin de fermentation qu’il convient de limiter le plus possible à cause de son effet 
toxique pour la santé humaine. D’autre part, nous avons étudié la production ou la consommation 
d’acide malique en fin de fermentation alcoolique, paramètre assez variable qui a des conséquences 
technologiques importantes sur le pH des vins et leur acidité.  
Les résultats liés à l’acide malique ne sont pas présentés dans cette thèse. Ils ont volontairement été 
omis car un brevet visant à protéger le droit d’utiliser les marqueurs identifiés est en cours de 
rédaction. Pour ce caractère, 17 QTLs ont été identifiés dans les deux croisements. Une analyse 
fonctionnelle de sept gènes a été réalisée et l’effet de quatre d’entre eux a été validé. Une proposition 
de projet postdoctoral visant à consolider nos connaissances sur ce caractère est également à l’étude. 
Ce chapitre sera donc consacré à l’étude de deux nouveaux gènes qui contrôlent la production de SO2 
en fin de fermentation alcoolique. Nous avons également élargi les investigations sur les translocations 
en validant l’effet de la translocation VIII-t-XVI sur ce phénotype. A terme nous souhaitons publier ces 
résultats et d’autres à venir afin d’augmenter les connaissances sur la production de ce composé qu’il 
convient de limiter. 
Afin de faciliter la dissection des QTLs, les variations alléliques les plus pertinentes ont été recherchées 
à l’aide d’un script R dans les régions cartographiées. Ce programme permet de lister l’ensemble des 
gènes dans lesquels au moins une mutation non synonyme entre les souches parentales est présente. 
Ce type de mutations est celui qui a le plus de chance d’affecter le fonctionnement d’une protéine et 
d’avoir des répercussions phénotypiques (voir revue bibliographique p 30). Au cours de cette partie, 
nous avons utilisé la stratégie de reciprocal hemizygosity analysis (RHA) dont le principe a été présenté 
dans la partie bibliographique de cet ouvrage (p 29). Cette analyse a l’avantage de pouvoir rapidement 
tester l’effet d’une variation allélique dans le fonds génétique de l’hybride. Le détail des méthodes de 
construction des souches est donné dans la partie méthodologique à la fin de ce chapitre (p 167).  
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 QTLs identifiés pour la production de SO2 
Le modèle multi-environnemental présenté dans l’Article 2 a permis d’identifier neuf QTLs liés à la 
concentration en SO2 finale mesurée en fin de fermentation alcoolique. Tout au long de ce chapitre 
nous utiliserons le terme production de SO2 bien qu’en réalité la levure ne fait que restituer une partie 
du SO2 qu’elle a absorbé. Nous avons conscience que ce terme est un raccourci sémantique qu’il faudra 
parvenir à corriger. Des tests statistiques post hoc valident l’implication de ces neuf régions dans au 
moins un des trois milieux testés. La localisation du pic de chaque QTL ainsi que le croisement concerné 
est présentée dans le Tableau 5 
QTLid Chr Pos LOD score Cross 
Candidate 
Gene 
Allelic variation 
VIII-t-XVI 8 13791 13.85 M2xF15 SSU1 
F15 : Translocation XIII-t-
VXI 
XIII_M2xF15_115181 13 115181 4.14 M2xF15     
XVI_M2xF15_203401 16 203401 4.16 M2xF15     
IV_M2xF15_517957 4 517957 3.71 M2xF15     
X_M2xF15_662321 10 664874 3.98 M2xF15 STR2 F15: N372K and S531G 
XV-t-XVI 15 150503 18.1 SBxGN SSU1 GN : Translocation XV-t-XVI 
XIII_SBxGN_217882 13 217882 5.78 SBxGN     
IV_SBxGN_360451 4 360451 3.86 SBxGN MCH1 
GN: T42S, S63L, A473T ; 
SB: P279S 
IV_SBxGN_1426756 4 1426756 3.95 SBxGN     
Tableau 5 Liste des QTLs identifiés pour le SO2 
 
Afin d'évaluer l'impact individuel des QTLs sur la variation phénotypique totale, leur effet a été estimé 
par une ANOVA en utilisant un modèle complet permettant d’estimer les interactions entre QTLs ainsi 
que celles avec l’environnement (Tableau 6). Sur ce tableau figure en plus de l’impact de chaque QTL, 
les quelques interactions significatives (pval <0,01) retenues par l’analyse. L'environnement a un effet 
important (65 % et 68 % de la variance expliquée respectivement chez les descendances M2xF15 et 
SBxGN). Cet effet est dû à l’action conjointe de la micro-oxygénation et de la nature du moût en accord 
avec les résultats montrés dans l’Article 2 (Fig 7, p 108). Afin de s’affranchir visuellement de cet effet 
majeur, la Fig 32, panel A ne montre que la part de variance génétique expliquée par chaque QTL dans 
un contexte mono-environnemental. Pour les deux croisements, la distribution des effets des QTLs a 
le même profil : un QTL majeur dont l'effet est supérieur à 10 % lié à l’effet des translocations 
(VIII_t_XVI pour M2xF15 et XV_t_XVI pour SBxGN) et plusieurs QTLs mineurs dont les effets sont 
inférieurs à 5 %. En plus des effets simples, deux interactions ont été identifiées dans le croisement 
M2xF15 (Fig 32, panel B). La première est de nature GxE et a lieu entre la translocation VIII_t_XVI et 
l’environnement. Cet effet est visible sur la Fig 32, panel C et montre que l'effet de la translocation 
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VIII_t_XVI est plus faible dans le moût M15_Sk. L'autre interaction est de type GxG, c’est une épistasie 
négative entre le marqueur IV_M2xF15_517957 et la translocation VIII_t_XVI. L'effet du marqueur IV_ 
M2xF15_514957 s’exprime seulement dans une configuration génomique transloquée (Fig 32, panel D).  
Nous avons entrepris l’étude de certains gènes en relation avec le métabolisme du SO2. En plus des 
deux translocations évoquées plus haut, deux autres QTLs présentant des gènes candidats intéressants 
ont été disséqués. L’impact des variations alléliques de MCH1 et STR2 sur la production de SO2 a pu 
être démontré. 
 
M2xF15 Pval PrctVar  SBxGN Pval PrctVar 
Environment 0 64.93  Environment 0 68.1 
IV_517957 0 0.63  IV_360451 0.03 0.67 
VIII_t_XVI 0 4.41  IV_1426756 0.12 0.34 
X_662321 0 1.18  XIII_217882 0.01 0.86 
XIII_115181 0 1.2  XV_t_XVI 0 5.09 
XVI_203401 0.01 0.54  Residuals NA 24.93 
Environment:VIII_t_XVI 0 1.53     
Tableau 6 Résultats de l’ANOVA pour les deux descendances. 
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Fig 32 Effets des QTLs du SO2 
Panel A. Variance expliquée par chaque QTL par croisement. Panel B. Représentation schématique de 
l’effet des QTLs et de leur interaction dans le croisement M2xF15. Les nœuds correspondent à un QTL, 
le trait ou l’environnement. Les flèches qui relient les cerclent indiquent l’effet d’une composante du 
modèle sur une autre composante du modèle. Leur épaisseur et couleur (du bleu au rouge) est 
proportionnelle à l’intensité de leur effet. La couleur des cercles (du blanc au vert) et leur taille dépend 
du nombre de relations qu'ils ont avec les autres composants du modèle. Panel C. Interaction entre 
VIII_t_XVI et Environnement. Chaque point représente la valeur phénotypique d'un descendant dans 
une condition. L'axe des x les sépare en fonction de leur génotype pour le marqueur VIII_t_XVI et ils 
sont colorés en fonction de la condition de phénotypage. Les plus grands points indiquent la moyenne 
de la population par environnement et génotype. Panneau D. Interaction entre IV_517957 et 
VIII_t_XVI. Chaque point représente la valeur phénotypique d'un descendant dans une condition. L'axe 
des x les sépare en fonction de leur génotype pour les marqueurs VIII-t-XVI et IV_517957. Les 
génotypes sont indiqués par une combinaison de deux lettres, la première désigne l’allèle du marqueur 
VIII_t_XVI et la seconde l’allèle du marqueur IV_517957. F = F15 et M = M2. Les plus grands point 
indiquent la valeur phénotypique moyenne de chaque génotype. 
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 Validation de l’effet de la translocation VIII-t-XVI dans le 
contexte M2xF15 
L’étude de la translocation XV-t-XVI a été détaillée dans l’Article du chapitre 2 (p 110). La comparaison 
des hybrides hémizygotes du fonds génétique SBxGN montre que le gène SSU1 selon son 
environnement chromosomique impacte de nombreux paramètres (phase de latence, vitesse de 
fermentation, production de SO2). Ce résultat peut être expliqué par la présence plus ou moins 
abondante de SO2 dans le milieu. La cartographie détecte un pic pour le même gène dans l’hybride 
M2xF15 laissant supposer l’existence d’un mécanisme similaire. En effet, il existe un effet connu de 
cette forme de translocation sur l’efflux de SO2 (Goto-Yamamoto et al., 1998). Cependant, il était 
nécessaire de valider son effet en réalisant des hybrides hémizygotes dans l’hybride M2xF15. 
En plus d’être liée au SO2, au V50_80 et à la lp, la translocation VIII-t-XVI affecte également la 
production d’acide acétique. La souche transloquée produit moins d’acide acétique que les souches 
non transloquées. Cette relation est néanmoins complexe. L’effet de SSU1 sur le SO2 et l’acide acétique 
a été validé en SB14 (Fig 33). Cependant, lors de la vinification du moût rouge (M15) il semble que 
l’effet de la translocation soit inverse (bien que non significatif), c’est à dire que l’hybride portant 
l’allèle de SSU1sb (non transloqué) produit moins d’acide acétique. Ces observations corroborent celle 
faites par Adrien Zimmer au cours de sa thèse (Zimmer, 2013). Ce résultat souligne une fois de plus les 
importantes interactions GxE observée en condition œnologique. Un autre résultat intéressant 
concerne l’interaction GxG. Si l’épistasie négative identifiée lors de l’analyse de liaison entre la 
translocation et le marqueur IV_M2xF15_517957 est dominante, l’effet de surproduction de SO2 par la 
translocation est atténué par l’allèle M2 du marqueur IV_M2xF15_517957 qui est présent dans l’hybride 
(Fig 32, panel D). L’ensemble de ces résultats soulignent aussi qu’à l’instar de la translocation dans le 
fonds génétique SBxGN, l’impact de la translocation VIII-t-XVI a un effet pléiotropique dépendant de 
l’environnement (voir discussion Article 2 page 110) Le lien possible entre translocation, SO2 et 
d’autres caractères sera évoqué ci-dessous.  
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Fig 33 Effet de SSU1 
Panels A-B. Résultats de la RHA de SSU1 pour le SO2 et l’acide acétique. La valeur indiquée est la 
moyenne de 5 répétitions ; les barres d’erreurs montrent l’erreur standard. Le niveau de significativité 
entre hémizygotes est indiqué comme suit: * pvalue≤0.1 ; ** pvalue≤0,05 ; *** pvalues≤0.01. Les 
tableaux indiquent le résultat d’une la différence phénotypique entre les hémizygotes dans les 
environnements. 
 
 Le gène MCH1 un nouveau transporteur de sulfites ? 
Notre attention s’est ensuite reportée sur le gène MCH1 qui explique environ 5 % de la variance 
observée dans la descendance de SBxGN. Le pic du QTL (IV_SBxGN_360451) est situé dans la séquence 
de MCH1 (359825..361285) ce qui illustre la précision de la cartographie. La fonction de la protéine 
codée par ce gène est inconnue. La séquence de Mch1p présente néanmoins une homologie avec les 
perméases d’acides monocarboxyliques (notamment acide lactique, acide pyruvique et acide 
acétique). Cependant aucune fonction associée n'a pu être démontrée dans des conditions de 
laboratoire (Makuc et al., 2001). Cette protéine pourrait cependant jouer un rôle lors de la 
fermentation alcoolique puisque son expression est fortement induite (Marks et al., 2008). L’analyse 
comparative des séquences protéiques des souches parentales montre des différences intéressantes. 
Par rapport à la souche de référence S288c, l'allèle GN (MCH1GN) présente trois changements d'acides 
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aminés (T42S, S63L et A473T). L’allèle de SB (MCH1SB) est comparable à la souche de laboratoire pour 
ces trois positions, mais présente une autre mutation (P279S), portant à quatre le nombre de 
polymorphismes non synonymes entre ces souches. 
Nous avons validé l’effet de ce gène sur le phénotype étudié en réalisant une RHA (voir 
méthode p 167). Les conditions de fermentation appliquées sont les mêmes que celles de la 
cartographie QTL. Une différence significative est trouvée pour le SO2 confirmant que MCH1 est 
responsable de l'effet détecté par l'analyse de liaison (Fig 34, panel A). Comme pour le gène SSU1, les 
deux versions alléliques de MCH1 ont un effet sur d’autres paramètres (acide acétique, V50_80 et 
CO2max) (Fig 34, panels B-D). Ce résultat était en partie inattendu car contrairement à ce qui avait été 
montré pour le gène SSU1, l’analyse de liaison ne prédit pas cet effet. La Fig 35 montre le score de LOD 
obtenu pour ces caractères et seul le paramètre SO2 franchi le seuil statistique défini par les 1000 
permutations. Bien qu’il ne franchisse pas ce seuil, un pic est toutefois visible pour le CO2max. 
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Fig 34 Effet pléiotropique de MCH1 
Panels A-D. Résultats de la RHA de MCH1 pour le SO2, le V50_80, l'acide acétique et le CO2max. La 
valeur indiquée est la moyenne de 7 répétitions ; les barres d’erreurs montrent l’erreur standard. Le 
niveau de significativité entre hémizygotes est indiqué comme suit: * pvalue≤0.1 ; ** pvalue≤0,05 ; 
*** pvalues≤0.01. Les tableaux indiquent le résultat d’une la différence phénotypique entre les 
hémizygotes dans les environnements. 
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Fig 35 Lod score dans la région génomique de MCH1 
LOD score par trait. Les lignes horizontales en pointillé représentent le seuil de significativité (False 
discovery rate 5 %) 
 
Afin de prédire lequel des quatre SNPs non-synonymes est responsable de l'effet observé, l'impact de 
ces mutations sur la protéine a été étudié à l’aide du programme PROVEAN (Choi and Chan 2015). La 
mutation P279S de MCH1SB est prédite comme pouvant avoir un effet sur la fonction de la protéine, 
ce qui n'est pas le cas des autres mutations (Fig 36, panel A). La conversion d’une proline est connue 
pour avoir de fortes répercussions sur la structure des protéines (MacArthur and Thornton 1991). Ce 
résidu est bien conservé parmi un sous-ensemble de 36 souches œnologiques représentatives de la 
diversité des souches de vin récemment séquencées (Sharma et al., en préparation). Dans cette 
population, la fréquence de MCH1SB est de 11,1 %, avec deux souches homozygotes et quatre souches 
hétérozygotes. La structure du Mch1p a été prédite avec une confiance de 100 % par l'outil de 
modélisation Phyre2 (Kelley et al., 2015). Sur la base de cette structure prédite, l'importance de la 
proline 279 sur la stabilité de la protéine a été confirmée (Fig 36, panel B). Cet acide aminé est situé 
au début d'une hélice transmembranaire (Fig 36, panel C). Cette modification est également prévue 
pour avoir un effet fort sur la liaison de la protéine avec des ligands hétérologues ce qui peut affecter 
sa fonction (Fig 36, panel D). 
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Fig 36 Effet de P279S sur la structure de MCH1 
Panel A. La mutation P279S est prédite comme délétère (Prédiction PROVEAN). Panel B. Position-
specific scoring matrix calculé sur la base de la structure prédite de la protéine. Code de couleur en 
fonction de l'effet délétère prévu (bleu = neutre, rouge = délétère). Panel C. Prédiction des hélices 
transmembranaires de la protéine. Les côtés extracellulaire et cytoplasmique de la membrane sont 
indiqués et le début et la fin de chaque hélice transmembranaire sont illustrés par un nombre indiquant 
l'indice de résidu. La flèche pointe vers le résidu 279. Panel D. Site de liaison à des ligands hétérogènes 
en fonction de la mutation P279S. Les résidus prédits comme faisant partie du site de liaison sont 
colorés en bleu. 
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En utilisant les données phénotypiques des 34 souches phénotypées dans cinq moûts rapportées 
l’Article 1, nous avons testé si l’impact de cette mutation était visible sur cette population. Une 
tendance inverse à l’effet attendu est observée (Fig 37). Cependant la significativité de l’effet observé 
est difficile à déterminer, d’une part parce que l’effectif des souches pour chaque génotype est 
fortement disproportionné (GN:GN : 26 souches, SB:GN : 6 souches, SB:SB : 2 souches) et que l’effet 
de la mutation P279S de MCH1 est confondu avec la translocation puisque l’ensemble des souches 
porteuses de cette mutation sont également non transloquées. 
 
Fig 37 Valeur phénotypique moyenne des souches en fonction de leur génotype pour 
MCH1 
Effet de la variation allélique de MCH1 pour 34 souches de vins dans cinq moûts. Valeur phénotypique 
moyenne des souches par moût en fonction de leur état de leur génotype. Les barres d’erreurs 
représentent l’erreur standard. Effectif : GN:GN : 26 souches, SB:GN : 6 souches, SB:SB : 2 souches. 
 
L’identification d’un gène codant pour une protéine potentiellement un transporteur 
transmembranaire dont les variations génétiques sont capables de moduler la concentration en SO2 
évoque le mécanisme de SSU1. Les caractéristiques d’une telle protéine vis à vis du transport de SO2 
devront être étudiées afin de savoir si ce gène est réellement un transporteur de SO2. Ces 
investigations dépassent malheureusement le cadre de ce projet. La Fig 38 schématise les 
répercussions possibles de cette protéine dans la physiologie des levures de vinifications. 
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Fig 38 Schéma du mode d’action possible de MCH1 
 
 Etude du gène STR2 impliqué dans le métabolisme du 
soufre 
Un dernier gène a attiré notre attention de par sa fonction. Le gène STR2 code pour une cystathionine 
gamma-synthase et est directement impliqué dans le métabolisme de la cystéine (Fig 39). L’acronyme 
STR pour Sulfure Transfert signifie qu’il est impliqué directement dans la voie de biosynthèse des acides 
aminés soufrés (Hansen and Johannesen 2000). Le pic du QTL identifié (X_M2xF15_662321) est situé près 
du gène STR2 (665218..667137). Les résultats du test des hemizygotes réciproques est montré (Fig 40, 
panel A). Les deux hybrides montrent une différence significative dans leur production de SO2 avec 
l’allèle STR2F15 qui augmente la production de SO2. Cet effet est particulièrement visible dans la 
condition M15. Cependant, ce résultat n'est pas cohérent avec l'analyse de liaison qui prédit une 
production plus élevée pour l’allèle de M2. Bien que STR2 semble avoir un effet tangible sur le SO2, ce 
résultat suggère que d’autres gènes proches de ce locus pourraient également avoir un impact sur ce 
phénotype. Ces facteurs génétiques doivent alors avoir un effet cumulé opposé supérieur à celui de 
STR2 seul. A moins de 16 kb de STR2, un gène décrit pour affecter la production de H2S est présent 
(Cordente et al., 2009). Il s’agit du gène MET5 qui code pour une sous unité β de la sulfite réductase 
qui a pour substrat direct le SO2 et les ions sulfides comme produit (Fig 39) (Masselot and Robichon-
Szulmajster, 1975). Dans un précédent article, (Huang, Roncoroni, and Gardner 2014) un QTL très 
proche de MET5 affectant la production d’H2S a été identifié. Par rapport au parent F15, la souche M2 
présente la délétion d’un codon entrainant la perte de la Valine 288. L’impact de ce gène n’a pas été 
validé dans le fonds génétique de l’hybride M2xF15 mais l’allèle M2 de ce QTL réduit la production 
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d’H2S. Ce résultat est en accord avec une activité métabolique de sulfite réductase moindre pour la 
protéine Met5pM2. Cette diminution de la réduction de SO2 en ions sulfides entrainerait par conséquent 
un relâchement plus important de SO2 dans le milieu. Cet effet sur le SO2 et l’H2S a déjà constaté pour 
des souches mutantes ayant des mutations perte de fonction pour MET5 (Cordente et al., 2009). Cette 
hypothèse devra être validée sur le plan fonctionnel. 
 
Fig 39 Voie d’assimilation du sulfate et de synthèse des acides aminés soufrés 
 
Ce commentaire n’enlève pas l’impact réel du gène STR2 dont les variations alléliques pourraient 
affecter le niveau de cystathionine. Ce métabolite est indirectement connecté avec l’assimilation des 
ions sulfides (Fig 39) en lien avec le SO2. La variation allélique de STR2 a elle aussi un effet pléiotropique. 
En effet une différence significative est retrouvée encore une fois pour le V50_80 et l'acide acétique 
(Fig 40, panels B-D). La cartographie de QTL détecte effectivement un QTL pour l’acide acétique à ce 
locus (Fig 41). L'effet prédit par la cartographie QTL et l'effet obtenu avec RHA sont cohérents. Cela 
signifie que les variations alléliques de STR2 expliquent le QTL X_M2xF15_662321 pour l'acide acétique. 
Le pic obtenu pour l’acide acétique est assez large puisqu’il couvre une région de plus de 100 kb. 
Plusieurs pics de liaisons sont formés pour ce QTL ce qui laisse penser que plusieurs variations 
alléliques causatives sont présentes à ce locus. 
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Fig 40 Effet pléiotropique de STR2 
Panels A-C. Résultats de la RHA pour le SO2, V50_80 et l'acide acétique. La valeur indiquée est la 
moyenne de 7 répétitions; l'erreur standard est représentée dans les barres d'erreur. Le niveau de 
signification entre hémizygotes est indiqué comme suit: * pvalue≤0.1; ** pvalue≤0,05; *** 
pvalues≤0.01. Une ANOVA a été appliquée pour évaluer l'importance de la différence phénotypique 
entre les hémizygotes dans les environnements. 
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Fig 41 LOD score dans la région génomique de STR2 
LOD score par trait. Les lignes horizontales en pointillé représentent le seuil de significativité (False 
discovery rate 5 %). 
 
 Intégrations des résultats présenté et éléments de 
discussion 
Ce chapitre a permis l’identification de quatre variations génétiques naturelles ayant des effets sur des 
phénotypes quantitatifs dont la production de SO2. L’allèle MCH1SB et STR2F15 sont liés à une légère 
augmentation de la production de SO2. De leur côté, les allèles transloqués de SSU1 entrainent une 
expulsion forte de ce composé. D’un point de vue œnologique ces quatre allèles ne sont donc pas 
favorables pour ce phénotype. 
1.6.1 Etude de des translocations sur 34 souches dans cinq moûts 
Nous avons étudié l’impact de ces allèles sur les souches industrielles phénotypées dans l’Article 1. 
Après plusieurs tentatives de modélisations (modèle linéaires multiples) nous ne sommes pas parvenus 
à établir de lien entre génotype et phénotype de façon significative (Fig 42). Cela est certainement dû 
aux faibles fréquences alléliques de STR2F15 (14,7 %) et MCH1SB (11,1 %) et donc leur faible ségrégation 
au sein de la population. 
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Fig 42 SO2 produit prédit en fonction du génotype 
Un modèle tenant compte du génotype des 34 souches industrielles pour MCH1, STR2 et l’état de 
translocation prédit les quantités de SO2 produite. 
 
Seul l’effet des translocations sera donc ici discuté. L’état de translocation de ces souches a été 
déterminé à partir de PCR en accord avec Zimmer et al. (2014). Parmi les 34 souches, 22 possèdent la 
translocation VIII-t-XVI, 5 possèdent la translocation XV-t-XVI, 5 le chromosome XVI sauvage et 2 
possèdent les deux translocations. Bien qu’avec un déficit en souches non transloquées au sein de la 
population, une comparaison a été effectuée. Les valeurs phénotypiques moyennes pour le SO2, la lp, 
le V15_50 et le V50_80 obtenues pour ces souches en fonction de leur état de translocation sont 
représenté dans la Fig 43. Dans les trois moûts rouges testés (M14, M15, CS15), aucune différence 
entre les souches en fonction de leur état de translocation n’est identifiée. En revanche, dans les deux 
moûts blancs testés (SB14 et SB15), un effet fort de l’état de translocation sur le SO2, la lp et le V15_50 
est identifié. Cette divergence entre moût rouge et moût blanc s’explique par l’absence de SO2 actif 
dans les moûts rouges sans lequel l’effet des translocations ne s’exprime pas. Dans les deux moûts 
blancs, les souches transloquées laissent plus de SO2 en fin de fermentation, ont une phase de latence 
plus courte et une vitesse en début de fermentation plus rapide. En revanche cet effet disparait en fin 
de fermentation (V50_80) et à tendance à s’inverser en SB14 comme déjà vu dans l’Article 2. Les effets 
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de la translocation sont plus forts en SB15 qu’en SB14. Cela s’explique car parmi ces deux moûts, le 
SB15 est celui avec la plus grande quantité de SO2 (67 mg.L-1 pour le SB15 et 34 mg.L-1 pour le SB14). 
 
 
 Fig 43 Effet des translocations dans cinq moûts 
Effet des translocations pour 34 souches de vins dans cinq moûts. Valeur phénotypique moyenne des 
souches par moût en fonction de leur état de translocation. Les barres d’erreurs représentent l’erreur 
standard. Effectif : VIII-t-XVI : 22 souches, VIII-t-XVI et XV-t-XVI : 5 souches, XV-t-XVI : 5 souches, XVI-
wt : 5 souches. 
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1.6.2 L’Expulsion du SO2 conduit-elle à une modification de 
l’environnement cellulaire ? 
La validation moléculaire de plusieurs QTLs impliqués dans la production de SO2 a systématiquement 
démontré des effets pléiotropiques avec des répercussions récurrentes notamment sur la vitesse en 
fin de fermentation (V50_80) et la production d’acide acétique. Pour la concentration en acide 
acétique la relation est systématiquement dans le même sens (en SB14) avec une variation allélique 
qui augmente la production de SO2 qui diminue celle d’acide acétique. Cela est confirmé avec les 
données obtenues pour les hémizygotes des quatre gènes disséqués qui montrent une nette 
corrélation entre l’acide acétique et le SO2 (Fig 44). Cette corrélation n’était pas identifiée avec les 
données phénotypiques des 34 souches (Article 1, Fig 6, p 65). Dans la discussion de ce premier 
chapitre, (p 78), nous nous interrogions si les corrélations identifiées étaient la marque d’un trade-off 
métabolique réel ou seulement celle d’une population structurée ayant suivi le même chemin évolutif. 
Avec la validation de quatre variations alléliques impliquées dans au moins deux mécanismes 
moléculaires différents (transporteurs et voie de synthèse des acides aminés soufrés) ; les données 
des hybrides hémizygotes apportent la preuve d’un lien direct entre la concentration en SO2 finale et 
celle d’acide acétique en fin de FA. Il s’agit ici d’un vrai trade-off puisque le viticulteur a la volonté de 
réduire la concentration de ces deux composés dans son vin. Notons encore un fois que cette relation 
n’est systématique qu’en Sauvignon Blanc, soulignant l’effet toujours important du jus de raisin. 
Le caractère systématiquement pléiotropique des QTLs identifiés pour le SO2 illustre le fait qu’en 
relâchant dans le milieu des quantités variables de SO2 la levure impacte de manière drastique son 
propre environnement et change sa physiologie à plusieurs niveaux. Les concentrations intracellulaires 
de ces composés sont probablement elles aussi variables, bien que ce point reste à démontrer 
expérimentalement. Ainsi la toxicité du SO2 diminue la vitesse de fermentation et par un mécanisme 
qui reste encore à élucider fait diminuer la production d’acide acétique. Les complexes forts entre 
acétaldéhyde et SO2 pourraient être à l’origine de cette relation. Des tests supplémentaires pourraient 
permettre d’affiner la compréhension du lien entre la concentration en SO2 du milieu et les autres 
traits. Cela pourrait notamment être réalisé en testant l’effet des variations alléliques identifiées dans 
un moût sans SO2 ou avec des concentrations croissantes de SO2. 
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Fig 44 Corrélation entre SO2 et acetic acid pour les hemizygotes réciproques 
Les données utilisées sont celles des hybrides hémizygotes réciproques pour MCH1, STR2 et les deux 
translocations VIII-t-XVI et XV-t-XVI 
 
 
167 
 
167 Chapitre 3 : Validation moléculaire de QTLs pléiotropiques liés au métabolisme du SO2 
2  Matériel et méthode 
 QTLs dissection 
L'effet des allèles a été validé par une analyse d'hémizygotie réciproque (RHA) (Steinmetz et al. 2002; 
Warringer, Liti, and Blomberg 2017). Pour cela, les gènes candidats ont été remplacés dans l'hybride 
par des cassettes de délétion Kan-Mx4 qui confèrent une résistance à la généticine (G418). Les 
cassettes ont été amplifiées par PCR en utilisant comme matrice l'ADN génomique des souches Y03751 
et Y02608 qui contiennent les cassettes de délétion de MCH1 et STR2. La souche hybride a été 
transformée avec une cassette de délétion en utilisant le protocole d'acétate de lithium comme décrit 
par Gietz et Schiestl (2007). Tous les mutants ont été vérifiés par insertion PCR. Brièvement, la 
vérification consiste à amplifier positivement par PCR un fragment qui commence environ 100 pb en 
amont de la zone d’insertion de la cassette KanMx4 et se terminant au milieu de la cassette. Avec cette 
stratégie, une transformation réussie remplace l'un des deux allèles de l'hybride. Une fois l'insertion 
de la cassette vérifiée, nous avons donc conçu une analyse RFLP afin d'évaluer le génotype de l'allèle 
restant dans les souches mutantes. Le but était d'obtenir un profil RFLP différent pour chaque allèle 
des souches parentales 
 Molecular methods 
2.2.1 PCR to amplify deletion cassettes to transform 
 
DNA extracted using Wizard genomic DNA purification kit (Promega). 
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primer 
identification 
sequence Tm Gene deletion cassette 
P1254 5’TGGCAGAGTTTCAACAGCCA3’ 57.3 MCH1_fwd 
P1255 5’TGGGATACTTGGTGAATTCCGT3’ 58.4 MCH1_rev 
P1259 5’TGGTTGCAATTGAAATACCGACA3’ 57.1 STR2_fwd 
P1260 5’TCATCATCGGGTCTGGCTTG3’ 59.4 STR2_rev 
Primers used to amplify each gene specific deletion cassette 
 
PCR mix: 
10 uL iProof buffer,  
1 µL dntp mix (10 mM) 
2.5 uL primer forward (20 µM),  
2.5 uL primer reverse (20 µM),  
 31 µL uL sterile H2O,  
1 uL DNA template (50 – 500 mg).  
0.5 µL iProof Polymerase 
PCR program: 
 
MCH1 
98 °C 30 s 
35x 
72 °c 5 min 10 °c infinite 
98 °c 30 s 
60 °c 30 s 
72 °c 1 min 30 s 
  
STR2 
98 °C 30 s 
35x 
72 °c 5 min 10 °c infinite 
98 °c 30 s 
62 °c 30 s 
72 °c 1 min 30 s 
 
Verification correct amplification on agarose gel 1% 
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2.2.2 PCR to verify amplification 
 
The PCR verification consist in using one primer at 600pb (approx.) from the deleted gene loci and one 
primer that will anneal inside the KAN cassette. Thus, we verify the correct insertion of the KAN 
cassette in the right loci. 
PCR mix: 
4ul Taq&GO, 
0.1 primer forward (20 µM),  
0.1 primer reverse (20 µM) 
1 µL DNA template ((50 – 500 mg)  
14.8 H2O.  
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PCR program (MCH1 and STR2): 
 
95 °c 10 min 
35x 
72 °c 5 min 10 °c infinite 
95 °c 45 s 
54 °c 45 s 
72 °c 2 min 
 
Primer id sequence Tm Gene 
P560bis 5’CGGCGCAGGAACACTG3’ 56.9 
KAN test insertion 
(Anneals at the middle of 
the KAN cassette))). 
P1256 5’TAGTTCCACCGCCAATGGAT3’ 57.3 MCH1 test insertion 
P1258 5’CCAGCCATGCTTGGAATAGT3’ 57.3 STR2 test insertion 
Primers used in the verification of the transformation. 
 
Verification in agarose gel 1%. 
 RFLP  
RFLP to check identity of the remaining allele in the transformant. 
PCR to amplify fragment that will be digested. 
PCR mix: 
4 uL Taq&GO,  
0.1 primer forward (20 µM),  
0.1 primer reverse (20 µM),  
1 uL genomic DNA  
14.8 H2O. 
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Program: 
MCH1 
 
 
 
 
STR2 
  
 
 
Primers used in the RFLP  
P1257 5’TCTCAACCGTGGCAGAAACA3’ 57.3 RFLP MCH1 forward 
P1255 5’TGGGATACTTGGTGAATTCCGT3’ 58.4 RFLP MCH1 reverse 
P1261 5’ACGGTGGTGTTTGTAGACCAG3’ 59.8 RFLP STR2 forward 
P1260 5’TCATCATCGGGTCTGGCTTG3’ 55.9 RFLP STR2 reverse 
 
Digestion. 1 h. Quantities indicated for a final restriction volume of 50 uL. Restrictions 
conducted in PCR tubes.  
 
Digestions enzymes, T °C, digestions mix for each gene. 
Enzyme Gene 
DNA 
PCR 
product 
Buffer 
Enzyme 
(1U) 
H2O T °c 
PVUII MCH1 2.5 5 0.2 42.3 37 °c 
BMR1 STR2 2.5 5 0.2 42.3 37 °c 
 
Verify results in gel agarose 2%. Always SBxGN as controls and one negative control (without DNA). 
 
 
95 °c 10 min 
35x 
72 °c 5 min 10 °c infinite 
95 °c 45 s 
54 °c 45 s 
72 °c 2 min 
95 °c 5 min 
35x 
72 °c 10 min 10 °c infinite 
95 °c 45 s 
57 °c 30 s 
72 °c 2 min 
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Theoretical digestion profile: 
 
Image generated with SnapGene. 
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Chapitre 4 : Projets annexes 
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1 Projets annexes 
Au cours de ma thèse j’ai eu l’occasion de participer à deux projets annexes. Ils concernent la 
cartographie de QTLs pour d’autres phénotypes que ceux présentés jusqu’ici. Ces travaux de 
cartographie ont été réalisés dans la population de hoSBxGN et sont détaillés brièvement dans cette 
dernière partie. Ils illustrent les possibilités offertes par la génétique quantitative pour étudier des 
phénotypes complexes comme l’hétérosis ou les nombreuses interactions levures-bactérie.  
 Identification et validation de QTLs impliqués dans 
l’adaptation de S. cerevisiae à la seconde fermentation de 
vins pétillants. 
Ce travail a été conduit par Maria Martí Raga au cours de son travail de thèse qui a été soutenue en 
octobre 2015. Il a fait l’objet d’une publication scientifique « Genetic causes of phenotypic adaptation 
to the second fermentation of sparkling wines in S. cerevisiae » publiée dans le journal G3 : Genes, 
Genomes, Genetics (située annexe de cette thèse). Dans ce travail la population hoSBxGN a été utilisée 
pour cartographier des QTLs liés à des phénotypes de seconde fermentation. La seconde fermentation 
est un procédé utilisé lors de la fabrication des vins pétillants tels que le Champagne ou le Cava. Elle 
est réalisée à partir d’un vin de base qui est mis en bouteille avec un ajout de sucre et de levure. Une 
fermentation démarre alors dans la bouteille et permet l’obtention d’un vin pétillant. Le déroulement 
de la seconde fermentation appelée prise de mousse se caractérise par des conditions extrêmes : un 
pH bas, un niveau d’éthanol élevé et une augmentation continue de la pression.  
Des QTLs ayant un impact sur la vitesse de la prise de mousse ont été identifiés et l’implication de 
quatre gènes a été validée (PMA1, MSB2, PDR1, VMA13). Deux résultats majeurs sont présentés. Le 
premier est la dissection d’un QTL expliquant un effet d’hétérosis observé chez l’hybride. Cet effet est 
lié à la structure du QTL présentant 3 gènes physiquement liés et qui impactent différemment le 
phénotype. La présence d’allèles favorables chez les deux parents illustre un phénomène de pseudo 
super dominance. L’autre résultat frappant est l’observation d’un gain de robustesse phénotypique de 
la souche hybride par rapport aux souches parentales. Ce gain de robustesse est lié à deux allèles dont 
les effets varient fonction du pH. Il s’agit des allèles de PMA1 et de VMA13 qui codent pour des 
protéines ayant un rôle important dans la régulation du pH intracellulaire. L’allèle SB de PMA1 est 
favorable à la vitesse de fermentation dans des conditions de pH bas, l’allèle GN de VMA13 est 
favorable dans des conditions de pH élevé. C’est en possédant la combinaison de ces deux allèles 
complémentaires que l’hybride hoSBxGN possède une plus forte robustesse aux variations de pH que 
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les deux souches parentales SB et GN. Ma contribution dans ce travail a été l’analyse des SNPs causatifs 
qui différencient les allèles des quatre gènes validés. Leur polymorphisme génétique au sein de 97 
souches entièrement séquencées et accessibles publiquement a été calculée et l’effet potentiel de ces 
SNPs sur les structures des protéines évalué (Fig 5, Article annexe). De manière intéressante, deux des 
gènes identifiés pour la vitesse de seconde fermentation (PMA1 et MSB2) ont aussi été identifiés dans 
la cartographie de QTL menée durant ma thèse pour la production maximale de CO2 (CO2max). Cela 
met en lumière un lien entre ces deux phénotypes fondamentalement assez proche. 
 Identification de QTLs liés à des mécanismes d’interaction 
levure-bactérie 
Ce travail fait partie de la thèse de Louise Bartle qui est en cours de réalisation à l’Université d’Adélaïde 
sous la direction de Vladimir Jiranek. Dans la très grande majorité des vins rouges et certains vins 
blancs, les bactéries de l’espèce Oenococcus oeni réalisent une seconde fermentation dite 
malolactique qui modifie l’équilibre acide des vins. Cette fermentation a lieu après la fermentation 
alcoolique et peut être initiée en utilisant des levains industriels inoculés dans le vin ou dans le moût 
en fermentation. Cependant le succès d’implantation des bactéries dans le vin demeure incertain 
surtout dans des conditions extrêmes (pH faible, présence de SO2, degré alcoolique fort). Le succès de 
cette fermentation dépend aussi fortement de la souche de levure qui effectue la fermentation 
alcoolique (Fig 45). Au cours sa thèse Louise, s’intéresse aux mécanismes d’interaction entre levure et 
bactéries. Dans une expérience réalisée à l’Université d’Adélaïde Elle a réalisé des fermentations avec 
des descendants de hoSBxGN dans laquelle une souche de bactérie a été ajoutée. Ces expériences 
réalisées sur du jus de raisin miment une co-inoculation. La Fig 45 indique les cinétiques de 
consommation de l’acide malique par une même souche d’O. oeni inoculée avec différents 
descendants. Une cartographie de QTL a pu être réalisée sur ce phénotype et a permis l’identification 
de QTLs qui expliquent l’impact de la levure sur le déroulement de la fermentation malolactique par 
O. oeni. Ma contribution à ce travail a été de guider Louise dans la cartographie de QTLs en mettant à 
disposition les scripts informatiques réalisés au cours de cette thèse. 
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Fig 45 Effet levure sur le déroulement de la fermentation malolactique 
Évolution de la vitesse de consommation de l’acide malique dans un moût après l’inoculation d’une 
souche de levure seule (en rouge), ou de son inoculation avec une souche d’O. oeni (en noir). Chaque 
panel montre une souche de levure différente inoculée avec la même souche d’O. oeni. Le 
déroulement de la fermentation malolactique par O. oeni est fortement affecté par la souche de levure 
avec laquelle elle est inoculée. Par exemple ici sa durée varie entre 158 et 345 h. 
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1 Conclusions 
A la fin de ce travail de trois ans plusieurs constats peuvent être dressés sur le plan méthodologique 
ainsi que sur celui des connaissances acquises et sur leur diffusion dans la communauté scientifique. 
Sur le plan de la méthodologie expérimentale nous retiendrons qu’une nouvelle méthode de 
phénotypage a été développée et validée. Elle permet de mesurer des traits liés aux performances 
fermentaires des levures pour plus de 250 individus simultanément. L’exploitation de cette méthode 
a notamment permis : 
o L’étude de la réponse phénotypique des souches parentales à plusieurs paramètres 
environnementaux. 
o La caractérisation phénotypique de 35 souches d’origine industrielle dans cinq moûts 
différents. 
o Le phénotypage de 270 individus dans trois conditions environnementales afin 
d’étudier les interactions Gène x environnement par une approche de cartographie de 
QTLs. 
o La réalisation de tests phénotypiques permettant de valider l’effet de variations 
génétiques chez des hybrides hémizygotes ou présentant différents mitotypes. 
Sur le plan des connaissances acquises le travail présenté montre pour la première fois l’importance 
de l’environnement sur le déterminisme génétique des caractères œnologiques. L’objectif fixé était 
d’identifier des QTLs qui expliquent une part de la plasticité phénotypique, il a été pleinement atteint. 
 La vaste cartographie de QTLs menée sur deux descendances dans trois conditions 
environnementales a permis : 
o D’identifier près de 120 nouveaux QTLs contrôlant un ou plusieurs caractères 
d’intérêts œnologiques. Parmi ces QTLs certains expliquent la plasticité phénotypique 
des individus étudiés et sont à l’origine d’une part importante de la norme de réaction 
observée. L’un de ces QTLs a été validé au niveau moléculaire. 
o  De démontrer que les QTL sont majoritairement (~70 %) robustes aux deux variations 
de milieu étudié, c’est à dire la nature du moût et sa micro-oxygénation. 
o De souligner la forte influence de facteurs génétiques non-mendéliens sur le 
déterminisme de caractères complexes. 
o De montrer que les distances génétiques et phénotypiques entre les souches 
parentales impactait de manière relativement limité la détection et le poids des 
régions contrôlant des caractères quantitatifs.  
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Cette vaste étude ouvre des champs d’investigation très importants qui permettront de mieux 
comprendre la fonction de certains gènes et de leurs variations alléliques dans le cadre de la 
fermentation alcoolique du jus de raisin. Dans cet esprit, la validation moléculaire de certains des QTLs 
a été entreprise. 
o L’effet de quatre QTLs sur la consommation d’acide malique a été validé 
moléculairement. Un brevet visant à protéger le droit d’utiliser les marqueurs 
génétiques associé est en cours de rédaction. 
o L’effet de quatre QTLs sur la production de SO2 a été validé 
moléculairement (translocations XIII-t-XVI et XV-t-XVI, MCH1 et STR2). 
o Un trade-off métabolique potentiel entre la production de SO2 et celle d’acide 
acétique a été identifié. 
Sur le plan de la diffusion des connaissances ce travail a donné lieu à 3 articles rédigés. Le premier dans 
le cadre d’une participation à la thèse de Maria Marti Raga a été publié en 2017 dans la revue G3. Un 
second est actuellement en révision dans la revue PLOS ONE. Un troisième vient d’être soumis à la 
revue PLOS Genetics. Par ailleurs les bases d’un travail de revue bibliographique ont été posées visant 
à récapituler les SNPs d’intérêt biotechnologiques décrits dans la littérature. Les résultats partiels de 
cette thèse ont été diffusés dans deux oraux à des congrès internationaux LMO12 et ISSY33.  
L’implémentation de toutes ces analyses a enfin permis de mettre au point de nombreux scripts 
informatiques qui seront utiles aux futurs étudiants et personnel du laboratoire.  
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2 Perspectives 
 Repousser les limites de la variabilité génétique du système 
biparental 
Avec l’identification d’un nombre similaire de QTLs non redondants entre les deux croisements SBxGN 
et M2xF15, les résultats de cette thèse montrent qu’un réservoir important de variations alléliques 
naturelles ayant un effet sur des traits technologiques ségrégent au sein de la population des souches 
de vins. Bien que la variabilité génétique considérée ait été élargie en utilisant deux descendances, ce 
qui a permis de quasiment doubler le nombre de QTLs identifiés, une grande part de ce réservoir de 
variations alléliques est ignorée. C’est une limite imposée par les constructions de populations avec 
deux souches parentales. 
Cette limite est importante lorsqu’on constate que la courbe qui décrit le mieux la distribution du 
nombre de QTLs en fonction de leur effet est une courbe exponentielle décroissante avec quelques 
QTLs majeurs qui ont des effets forts et un nombre important de QTLs mineurs qui expliquent le reste 
de la variance (Dilda and Mackay, 2002; Shrimpton and Robertson, 1988) (Fig 46, panel A). Ce type de 
répartition est également observé avec nos données en considérant l’effet de l’ensemble les QTLs 
identifiés dans l’Article 2 (Fig 46, panel B). Avec l’objectif d’identifier des QTLs pour leur exploitation 
dans des programmes de Sélection Assistée par Marqueurs, les QTLs les plus intéressant à identifier 
sont les QTLs majeurs qui ont des répercussions importantes et robustes sur le trait à améliorer. 
Lorsque deux souches parentales sont sélectionnées pour la construction d’un croisement, c’est 
seulement un échantillon pris aléatoirement dans l’ensemble des variations génétiques de la 
population totale qui est considéré. Les chances que les QTLs majeurs qui contrôlent ce trait soient 
présents parmi ce sous-ensemble de variations génétiques sont réduites puisqu’il s’agit des QTLs les 
plus rares. 
 
181 
 
181 Conclusions et Perspectives 
 
Fig 46 Distribution des QTLs en fonction de leur effet 
Panel A. Représentation schématique de la distribution des QTLs en fonction de leur effet. Panel B. 
Distribution des 77 QTLs identifiés dans l'Article 2 en fonction de leur effet. 
 
Afin de dépasser cette limite, l’objectif serait de pouvoir disposer d’une population qui possède la 
richesse génétique d’une population naturelle sans avoir ses défauts potentiels qui sont ceux qui 
limitent l’utilisation de la génétique d’association (population structurée fréquences alléliques faibles). 
Pour cela des stratégies de construction de croisement avec plusieurs souches parentales ont été 
initiés chez la drosophile (Long et al., 2014), la souris (Bogue et al., 2015; Durrant et al., 2011), les 
plantes (Huang et al., 2011; Kover et al., 2009), et la levure (Cubillos et al., 2013). Parmi ces organismes 
la levure peut tirer parti d’être un organisme facile à croiser avec la possibilité de générer une vaste 
descendance. Dans le travail rapporté par (Cubillos et al., 2013) une descendance a été construite à 
partir de quatre souches parentales. Ces souches parentales ont été sélectionnées par rapport à 
l’ensemble de la diversité des souches de S. cerevisiae et sont représentatives de quatre grands 
groupes génétiques identifiés chez cette espèce (Fig 47). Avec cette construction 64 % des SNPs 
identifiés dans la population de S. cerevisiae ségrégent dans la descendance (Cubillos et al., 2013). La 
construction d’une descendance similaire avec des souches parentales sélectionnées parmi les 
souches de vin permettrait d’étudier une part importante de leur variabilité et d’identifier d’autres 
QTLs majeurs qui expliquent leur différence technologique.  
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Fig 47 Croisement utilisant quatre souches parentales 
D’après (Cubillos et al., 2013) 
 
 La robustesse des QTLs à l’environnement et au fonds 
génétique 
L’écueil possible d’un QTL est que son effet soit spécifique à une condition environnementale ou à un 
fonds génétique particulier. Dans ce cas le QTL est difficilement exploitable dans des programmes de 
SAM. Au cours de cette thèse le dispositif expérimental mis en place a permis d’évaluer le niveau de 
robustesse de l’effet des QTLs face à deux moûts distincts et deux niveaux de micro-oxygénation. 
En revanche, l’effet des QTLs en fonction du fonds génétique (expressivité) n’a pas été évalué. De 
manière formelle l’expressivité d’un QTL peut être évaluée avec un remplacement allélique (voir revue 
bibliographique, p 29) sur plusieurs souches. Par exemple, l’apport d’un allèle favorable dans un fonds 
génétique peut être vérifié en l’incorporant dans une souche qui possède l’allèle défavorable. Chez la 
levure l’expressivité des QTLs a rarement été évaluée. Cela a été fait dans un travail rapporté par (Sinha 
et al., 2006) dans lequel la souche S288c a été croisée avec 10 autres souches pour créer des hybrides 
hétérozygotes aux locus des trois QTLs qui étaient considérés. La construction d’hybrides hémizygotes 
réciproques a permis d’évaluer l’effet de ces QTLs dans le fonds génétique de ces dix hybrides. Cette 
analyse a montré que les variations d’effets des QTLs pouvaient être très fortes puisque les allèles 
étudiés ont des effets opposés en fonction du fonds génétique. Ainsi un allèle favorable dans un fonds 
génétique peut être défavorable dans un autre. Cela illustre la nécessité de tester l’expressivité des 
QTLs identifiés. 
Même si la levure est un organisme facilement modifiable génétiquement, le remplacement allélique 
d’un grand nombre de souches reste un investissement lourd en temps. L’émergence des techniques 
 
183 
 
183 Conclusions et Perspectives 
d’édition génomique basées sur l’outil CRISPR-Cas9 pourrait permettre d’effectuer ce type de test plus 
facilement (Bao et al., 2015). Dans cette optique, le développement de cette technique au laboratoire 
a été initié. Elle permettra d’évaluer l’apport des allèles favorables identifiés dans des souches non 
optimales. 
2.2.1 Mise en place de la SAM 
En parallèle de ma thèse, une stratégie de sélection assistée par marqueurs a été initiée en utilisant 
dix QTLs identifiés pour un trait T dans les deux croisements (SBxGN et M2xF15). Le génotype des 
descendants issus des deux croisements a été évalué par rapport à ces QTLs. Cela a permis de 
sélectionner dans chaque croisement un descendant ayant hérité de la meilleure combinaison 
allélique. Les deux descendants ainsi sélectionnés ont été croisés pour obtenir un hybride regroupant 
l’ensemble de ces allèles favorables. Afin d’obtenir des souches homozygotes à ces locus, 1000 
ségrégants ont été générés depuis cet hybride. Ils ont été génotypés par une stratégie de Kompetitive 
Allele Specific PCR (KASP). En sélectionnant les clones ayant hérités de l’ensemble des QTL favorables 
pour ce trait T, nous avons l’intention d’obtenir des individus extrêmes. L’introgression de ces 
marqueurs pourra être réalisée dans d’autres fonds génétiques avec la réalisation de backcross 
successifs couplés à des étapes de génotypage. Ces premiers travaux, constituent le schéma type d’une 
sélection assistée par marqueur. 
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ABSTRACT 
Hybridization is known to improve complex traits due to heterosis and 
phenotypic robustness. However, these phenomena have been rarely explained 
at the molecular level. Here, the genetic determinism of Saccharomyces 
cerevisiae fermentation performance was investigated using a QTL-mapping 
approach on an F1-progeny population. Three main QTLs were detected, with 
positive alleles coming from both parental strains. The heterosis effect found in 
the hybrid was partially explained by three loci showing pseudo-overdominance 
and dominance effect. The molecular dissection of those QTLs revealed that 
the adaptation to second fermentation is related to pH, lipid or osmotic 
regulation. Our results suggest that stressful conditions of second fermentation 
have driven to select rare genetic variants adapted to maintain yeast cell 
homeostasis and, in particular, to low pH conditions. 
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INTRODUCTION 
In higher eukaryotes, hybridization is known to improve fitness and complex 
traits (Crow 1998; Lippman and Zamir 2007), accelerate evolution (Grant and 
Grant 1992) and confer  better adaptation in novel or changing environments (C 
Zeyl and Bell 1997). The benefits of hybridization are mainly due to heterosis 
(hybrid vigor) and homeostasis (robustness to environmental changes). In 
organisms of agronomical interest, such phenomena are widely documented 
(Fridman 2014; Lippman and Zamir 2007) and have been used for decades in 
	 3	
plant and animal breeding programs (Welcker et al. 2005; Cassady, Young, and 
Leymaster 2002; Crow 1998).  
Intra and inter-specific hybridization also plays a major role in phenotypic 
adaptation and evolution in fungi and yeasts. At the genomic scale, many 
comparative studies have shown that polyploidization (Albertin and Marullo 
2012; Borneman et al. 2012; Curtin et al. 2012), reticulated evolution (Novo et 
al. 2009; Almeida et al. 2014) or interspecific hybridization (Morales and Dujon 
2012) strongly drive the evolution of these eukaryotic microbes. Over the past 
five years, Saccharomyces yeasts have emerged as model organisms to study 
hybrid vigor and homeostasis by comparing hybrids and their relative parents, 
both at the intra- (Zörgö et al. 2012; Timberlake et al. 2011; Shapira et al. 2014) 
and inter-specific (da Silva et al. 2015; Dunn et al. 2013; R. Stelkens and 
Brockhurst 2014) level. The study of phenotypic responses of hybrids in various 
environmental conditions has provided a broad overview of hybridization 
benefits, highlighting phenotypic novelty (da Silva et al. 2015), heterosis 
(Timberlake et al. 2011; Zörgö et al. 2012; Shapira et al. 2014; da Silva et al. 
2015), outbreeding transgression (R. B. Stelkens et al. 2014) and homeostasis 
(da Silva et al. 2015). However, the underlying genetic determinisms of these 
benefits have yet to be elucidated.  
Chromosomal regions linked to heterosis (Semel et al. 2006) and homeostasis 
(Fraser et al. 2005; Bhatia et al. 2014) have, with great difficulty, been identified  
using quantitative genetic approaches in higher eukaryotes. However, such 
QTLs have rarely been dissected at the gene level (Krieger, Lippman, and 
Zamir 2010). Nowadays, thanks to its powerful genetics and its small genome, 
the budding yeast (Saccharomyces cerevisiae) has emerged as a promising 
model to achieve this task (Liti and Louis 2012). In 2002, a pioneering work 
identified one heterotic-QTL (Steinmetz et al. 2002) resulting from the combined 
effect of pseudo-overdominance (Sinha et al. 2006) and epistasis (Sinha et al. 
2008). Although this organism has been used for many other QTL mapping 
studies (Zimmer et al. 2014; Yang et al. 2013; Marullo, Aigle, et al. 2007; 
Ambroset et al. 2011; Brice et al. 2014; Hubmann et al. 2013; Cubillos et al. 
2011; Jara et al. 2014; Gutiérrez et al. 2013), further molecular examples of 
heterosis and homeostasis effects are still needed.  
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S. cerevisiae plays a crucial role in the production of food, beverages, biofuels 
and biochemicals. QTL mapping has therefore been employed to identify 
natural genetic variations in various industrial contexts, such as biofuel 
(Swinnen et al. 2012; Hubmann et al. 2013) and wine (Marullo et al. 2007a; 
Ambroset et al. 2011; Gutiérrez et al. 2013; Jara et al. 2014; Zimmer et al. 
2014).  
The harsh physiological conditions found in these industrial processes (low pH, 
high ethanol content, extreme temperature, low nitrogen availability) promote 
the efficacy of natural selection (Goddard, Godfray, and Burt 2005; Clifford Zeyl 
2006), creating favourable conditions for the emergence of particularly well-
adapted strains. In this study, we investigated the behaviour of S. cerevisiae 
wine strains during the production of sparkling wine such as Champagne and 
Cava. This particular winemaking process consists of two consecutive 
fermentations. A primary fermentation is conducted to obtain a base wine from 
grape must. The obtained base wine is then mixed with sugar and yeast to 
achieve a second fermentation stage that occurs inside the locked bottle 
(Carrascosa et al. 2011). Due to the extreme conditions (low pH, high ethanol, 
and a steady increase in CO2 pressure), several weeks are required to 
complete this second fermentation (Ribéreau-Gayon et al. 2006). We recently 
found that the second fermentation kinetics is significantly affected by the 
choice of the yeast strain to conduct the fermentation (Martí-Raga et al. 2015). 
In order to decipher the molecular basis of this phenotypic discrepancy, we 
applied a QTL mapping approach using NGS based genotyping. Four genes 
involved in the genetic determinism of second fermentation kinetics were 
identified. These genes play a central role in maintaining cell homeostasis, such 
as intracellular pH regulation, yeast cell detoxification, control of plasma 
membrane composition, and response to cold stress.  Furthermore, we can 
formulate a plausible molecular explanation for the observed heterosis and 
identified genetics x environment interactions explaining the phenotypic 
robustness of the hybrid to pH variations.  
 
MATERIALS AND METHODS  
Yeast strains used and culture conditions 
All the Saccharomyces cerevisiae strains used are listed in Table 1. Both 
parental strains are monosporic clones derived from wine yeast starters. They 
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were both used under their diploid (GN and SB) and haploid forms (hoGN and 
hoSB). A set of 117 haploid segregants of the hybrid BN (hoSB x GN) was 
obtained by tetrad microdissection, as described in Marullo et al. (2006), and 
was used for QTL mapping. All strains were grown at 28 °C on YPD medium 
(1% yeast extract, 1% peptone, 2% glucose), solidified with 2% agar when 
required. When necessary, the antibiotic G418 (Sigma-Aldrich, St Louis, 
Missouri, USA) and Nourceothricin (Werner bioagent, Germany) was added to 
the media at a final concentration of 100 µg/ml. Sporulation was induced on 
ACK medium (1% potassium acetate, 2% agar) during three days at 24 °C. 
Second fermentation phenotypic analysis 
The strains were phenotyped for their fermentative behaviour during the second 
fermentation according to the procedure described in Martí-Raga et al. (2015). 
Briefly, yeast cells were acclimated before their inoculation into the base wine 
by successive cultures in YNB media and synthetic wine with increasing ethanol 
concentrations. Upon acclimatisation, yeast cells were inoculated into base 
wine supplemented with sucrose (22 g/l) and bentonite (30 mg/l) at 0.2 units of 
OD600 (2 x 106 cells/ml). The base wine used was kindly donated by Juve & 
Camps (pH 3.1, ethanol concentration 9.4 g/l, and YAN content of 23.17mgN/l). 
When required, the pH of the base wine was modified using phosphoric acid 
(85%) or sodium hydroxide (10 M). The mixture was introduced into bottles (750 
ml) that were hermetically closed. The second fermentation took place at 16 °C, 
and the fermentation performance was assessed by monitoring CO2 production 
inside the bottle though time using an aphrometer (L.sensor.CO2, L PRO SRL, 
Camisano Vicentino, Italy). This technique enables the measurement of 
pressure inside the bottle in a non-invasive way. The values were normalized 
according to the temperature using Henry’s law constant, and expressed as 
pressure at 10 °C. Fermentation kinetics data was fitted using the 5PL model 
(Gottschalk) to extract relevant parameters, such maximum pressure achieved 
(Pmax), fermentative rate (rate) or time to achieve 0.5, 2, and 5 bars during the 
fermentation (t0.5, t2, t5) (Martí-Raga et al. 2015). The trait heritability and the 
percentage of transgression were calculated as described in Marullo et al. 
(2006). 
Genotyping and marker map construction 
The whole genome sequences of the parental strains (SB and GN) have been 
previously obtained by pair end Illumina sequencing. The list of SNP compared 
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to the reference genome was extracted using the SAMtools package (Zimmer 
et al. 2014). The non-common SNP between parental strains were subtracted  
using a custom R script (File S1). 
All the 117 progeny clones were genotyped by whole genome sequencing at a 
low coverage (3-6 X). Total DNA was extracted using Wizard Genomic DNA 
Purification kit (Promega, Madison, Wisconsin, USA) following the 
manufacturer’s instructions. DNA libraries were constructed using the Illumina 
Nextera XT kit (Illumina, California, USA) as indicated by the manufacturer. 
DNA libraries were then pooled and sequenced with a MiSeq apparatus using 
the standard kit v2 (Illumina, California, USA) generating paired end reads of 
2x250bp in the Bordeaux University’s genomic facility. All sequencing data 
(filtering and mapping) was performed using the available tools at the public 
Galaxy server (https://usegalaxy.org). Sequencing data was treated as single 
reads. To optimize downstream analysis, quality control was applied using 
FASTX-Toolkit (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/) for every read as 
follows: reads were trimmed at their 3’ end to eliminate the bases with a low 
sequencing quality, then only the reads with a Phred quality scores higher than 
20 were retained. Filtered reads were then mapped to the reference genome of 
Saccharomyces cerevisiae strain s288c, using BWA software (H. Li and Durbin 
2010) with default parameters. Once the reads have been mapped, BAM files 
were extracted and a pileup dataset was generated using SAMTools’ (H. Li et 
al. 2009) for every sequenced segregant. The pileup dataset was open in R and 
the genotype of each segregant at the position of the non-common SNP of the 
parental strains was evaluated using an R script (File S1). To construct the 
marker map we retained the markers that met the following requests: having a 
1:1 segregation among the progeny (Chi 2 test, >0.05), having an evenly 
distribution along the genome (1 marker ~15kb) and having the genotype of at 
least 50% of the progenies.  All the genetic and phenotypic dataset is listed in 
Table S1. 
Linkage analysis 
QTL mapping was performed using an R script applying a non-parametric test 
(Wilcoxon), in order to avoid any normality issues for every phenotype at every 
marker position (File S1). The linkage result (LK) was expressed as the –log10 
of the p-value. To calculate the significance of a QTL we permuted 1000 times 
the phenotypic value, recording at each permutation the highest LK score. We 
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considered a QTL significant if its LK score was higher than the 0.05 tail of the 
1000 permuted LK scores.  
The genetic effects of the mapped QTL were then determined by an analysis of 
variance. The ANOVA was applied following the general linear model:  
Yi = m + QTL1i + QTL2i +QTL3i + QTL1i*QTL2i +QTL2i*QTL3i + QTL1i*QTL3i + 
Ei 
where Yi was the value of the trait according to the genotype I; m was the 
overall mean; QTL1, QTL2 and QTL3 where the simple QTL effects; 
QTL1*QTL2, QTL2*QTL3 and QTL1*QTL3 the interaction effect between QTLs; 
and E the residual error. The conditions of ANOVA application were controlled 
by verifying the homoscedasticity (Levene test) and normal distribution of 
residues (Shapiro-Wilks test).  
QTLs dissection  
The genomic intervals of the mapped QTL were then evaluated in the 
Saccharomyces genome database (SGD). The selected candidate genes 
contained non-synonymous SNP in the sequence of the parental strains. The 
candidate genes were validated by reciprocal hemizygosity analysis according 
to Steinmetz et al. (2002). Briefly, each selected gene was deleted using Kan-
Mx4 cassettes. The deletion cassettes were obtained by PCR amplification of 
the disruption cassette plus ~500pb of the flaking regions using as genomic 
template the genomic DNA of the strains Y04381, Y06979, Y05455, Y06978, 
Y04644, Y05451 and Y24376 and Y24639, which contain disruption cassettes 
for the following genes PDR1, GSC2, VMA13, MSP1, MSB2, SRO7, PMA1 and 
SEC9, respectively. The PCR conditions and primers used are listed in File S2. 
The hybrid strain (HO-BN) was transformed with each deletion cassette using 
the lithium acetate protocol as described in Gietz and Schiestl (Gietz and 
Schiestl 2007). All constructions were verified by insertion PCR. Briefly, the 
verification consisted in positively amplifying by PCR a fragment containing 
~600 pb of the 5’-flanking region and the 5’ part of the KanMx4 cassette. All the 
primers and PCR conditions used for this test are listed in File S2. Once the 
insertion of the disruption cassette had been verified, we designed a RFLP 
analysis in order to assess the genotype of the remaining allele. The aim was to 
obtain a different RFLP profile for each allele of the parental strains. The 
primers, enzymes and conditions of each RFLP are listed in File S3. Three 
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distinct clones of both hemizygous hybrids were then tested for their 
fermentative behaviour during the second fermentation as described before.  
GENETIC VARIABILITY ANALYSIS 
The allelic frequencies of the four validated genes (PDR1, MSB2 VMA13, 
PMA1) were estimated among a large set of fully sequenced S. cerevisiae 
strains (97). Amino acid alignments as well as, the name of the strains are listed 
in File S3 to S6. We focused our analysis at protein level, as non-synonymous 
SNP were found for all genes. Putative deleterious effect of non-synonymous 
SNP were tested using the SIFT and PROVEAN algorithms (http://sift.jcvi.org) 
(Table S2) by aligning 144 proteins using the NCBI non-redundant database. 
The structural alignment of Pma1p was carried out with the phyre2 tools 
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2) using default parameters. 
 
Statistical analysis  
All the statistical and graphical analyses were carried out using R software (R 
Development Core Team 2011). The variation of each trait was estimated by 
the analysis of variance (ANOVA) using the aov function. Duncan’s multiple 
comparison test was used to determine which group of means differ significantly 
(agricolae package) (de Mendiburu 2014). Heterosis was estimated using the 
following formula:  
d/m = (hybrid value – mid parental value)/ mid parental value 
that measures the phenotypic divergence between the hybrid and the parental 
strains.  
Data policy 
All the strains parents, hybrids and progenies are available under request to the 
corresponding author. The scripts used as well as the phenotypic and genotypic 
dataset are given in the supplementary information. 
 
RESULTS  
Distribution of second fermentation traits reveals heterosis and 
transgressive segregation 
A QTL mapping based on a F1-hybrid design was used to investigate the 
genetic determinism of the second fermentation kinetics. The 117 progeny 
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clones used were derived from the hybrid BN (hoSB X GN) as previously 
described (Marullo, Aigle, et al. 2007). The second fermentation kinetics was 
measured in locked bottles via CO2 pressure development over the course of 
time (Figure 1A). These kinetics were modelled using a 5-parameters logistic fit 
(5PL model) and five kinetic parameters were extracted. In addition to the 
maximum pressure (Pmax) and the maximum fermentative rate (rate), we 
investigated the time needed to reach 0.5, 2.0 and 5.0 bars (t0.5, t2, t5), 
representing the initial, middle and final stage of the fermentation. The 
phenotypic segregation of the fermentation rate was shown for all the 
progenies, their relative haploid parental strains (hoGN and hoSB), and the 
hybrid BN (Figure 1B).  
The values of each parameter for the diploid and haploid parental strains are 
shown in Table 2. The kinetic parameters between haploid and diploid forms did 
not show significant differences, except for the rate. Haploids exhibited a 
significantly higher fermentation rate, certainly due to the ploidy level effect on 
this trait, as reported elsewhere (Salmon 1997; Marullo et al. 2006). The 
ANOVA confirmed that, at the same ploidy level, the parental strains showed 
significant differences for the rate, t2 and t5. The parental strain SB exhibited 
faster fermentation, with a higher fermentative rate (0.73 bar/day) and lower t5 
(15 days), than the parental GN.  
Interestingly, a heterosis effect (d/m) between the HO-BN hybrid and the 
parents (diploids) was observed for all the traits except for Pmax (Table 2). For 
the rate, the hybrid showed a best parent heterosis effect with a trait value 2.1-
fold higher than the mid parental value. This result suggests that both parents 
contain alleles that can improve fermentation efficiency, thereby providing an 
opportunity to investigate the molecular bases of heterosis. The continuous 
distribution observed for all the traits investigated among the segregating clones 
indicates their polygenic determinism (Figure 1B). Some segregants had 
phenotypic values outside the parental ranges, with a transgression level 
varying between 18.8% and 58.12%, depending on the trait (Table 2). This high 
transgression level reflects that alleles with opposite effects and/or genetic 
interactions are effective in the BN hybrid. Finally, broad sense trait heritability 
was higher than 90% (except for the time needed to reach 0.5), suggesting that 
the major part of variance captured was genetically determined (Table 2).  
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Linkage analysis for second fermentation traits 
The sequencing and genotyping of all the progenies resulted in the construction 
of a genetic marker map of 1071 markers, evenly distributed, with Mendelian 
segregation among the progenies. The resulting marker map can be observed 
in Figure S1. Linkage analysis was conducted by applying the Wilcoxon test. 
Three QTLs localized on distinct chromosomes were detected (FDR<5%) and 
linked to three kinetics traits (t2, rate and t5) (Figure 2A).  
The time to reach 2 bars (t2) was linked to both QTL1 (Chromosome IV: 564-
579 kb, pval=1.45 10-3) and QTL2 (Chromosome VII 544-594 bp, pval=2.88 10-
5). For QTL1, the inheritance of the GN allele conferred a faster fermenting 
profile while, for QTL2, the inheritance of SB allele conferred a more rapid CO2–
release in the initial part of second fermentation. The QTL2 was also linked to 
the fermentation rate (rate), where the SB inheritance promoted a higher 
fermentation rate. The last QTL (QTL3) was mapped in Chromosome XVI (618-
654 kb, pval= 1.23 10-05) in association with the time needed to reach 5 bars (t5), 
which is related to the final stage of the second fermentation. For this locus the 
inheritance of GN allele had a positive impact on the CO2 time course release 
(Figure 2B). 
The variance explained by each QTL and their interactions was estimated by 
the analysis of variance (ANOVA) (Table 3). For the phenotypes associated 
with the initial fermentation stages (t2 and rate), QTL2 had a higher contribution 
than QTL1. In contrast, QTL3 had a strong effect on final fermentation stage 
(t5) explaining approximately 50% of the total variance observed. QTL3, 
although not detected by the linkage test, also explained 14% of t2 total 
variance. The full statistical model used allowed the detection of significant 
interactions between QTL2 and the other two QTLs. For each trait, the part of 
variance captured by the ANOVA ranged between 34-64%, suggesting that 
other minor QTLs and/or epistatic interactions remain unidentified. The fact that 
positive alleles were brought by both parental strains could explain the high 
transgression levels found in BN progeny, as well as the heterosis effect 
detected.  
 
Dissection of second fermentation QTLs 
The genomic sequences of mapped QTLs were examined in order to identify 
possible candidate genes. Due to the low contribution of QTL1 (less than 8 %), 
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we focused the molecular dissection on QTL2 and QTL3. For each single gene 
found in the QTL regions, the non-synonymous Single Nucleotide 
Polymorphisms (ns-SNP) between SB and GN were tracked. The protein 
function of candidate genes presenting such polymorphisms was also taken into 
account. We selected six candidate genes for QTL2: GSC2, MSP1, MSB2, 
PDR1, PMA1 and SEC9, and two genes, SRO7 and VMA13, for QTL3. The 
gene functions, as well as the protein sequence changes within the parental 
strains, are listed in Table 4. 
To validate candidate genes, Reciprocal Hemizygosity Analysis (RHA) was 
performed. Each reciprocal hemizygote, the hybrid strain (HO-BN), and the 
diploid parental strains (SB, GN), were phenotyped for the second fermentation, 
in three replicates. The rate, t2 and t5 achieved by each hemizygote are 
represented in Figure 3 A-C, respectively.  
The hemizygotes for PMA1 significantly impact the fermentation rate. As 
expected, the hemizygote hybrid carrying the SB allele (PMA1-SB/ΔGN) had a 
faster fermentation rate than the one presenting the GN allele (PMA1-GN/ΔSB). 
The t2 trait has a more complex genetic determinism. Three genes had an 
impact on this phenotype (MSB2, PDR1 and PMA1). According to the 
segregation profile shown in Figure 3B, the hemizygotes containing only the SB 
allele of PMA1 and PDR1 ferment faster than those containing GN alleles, 
achieving lower t2. Surprisingly, for MSB2, the GN-allele reduced the value of 
t2. Consequently, this locus presented a particular feature: three beneficial 
alleles with alternated inheritance (SB for PMA1 and PDR1, GN for MSB2). This 
particular type of configuration has been previously reported for another loci,  
generating a heterosis by a pseudo-overdominance effect (Steinmetz et al. 
2002). The ANOVA model of the 117 genotyped progenies indicated that the 
inheritance of PMA1, PDR1 and MSB2 markers explained 4.23%, 35.11% and 
8.99% of phenotypic variance, respectively. Moreover, a strong interaction 
effect (40.65%) was found between these genes. Segregant groups with the 
same parental inheritance for the three genes represent 62.8% of the total 
genotyped population due to the strong linkage disequilibrium of these loci. 
However, numerous recombined clones allowed for the effect of each gene to 
be tested (Figure 4). The inheritance of the specific allelic combination (SSG) 
for PDR1, PMA1, and MSB2 determined the lower average values for t2, in 
accordance with the Reciprocal Hemizygosity Analysis (RHA). Among the 117 
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genotyped progenies, only 12 individuals showed this allelic profile. 
Surprisingly, only one progeny clone has the opposite inheritance profile (GGS). 
For t5, the RHA indicated that VMA13 (QTL3) and MSB2 (QTL2) genes had a 
significant effect on this phenotype (Figure 3C). In both cases, the GN 
inheritance confers faster fermentation kinetics, illustrating the positive 
contribution of the GN allele set to the second fermentation final stage. The 
overall combination of positive alleles at different loci constitutes another 
mechanism of the heterosis observed in the hybrid by a simple dominance 
effect. 
 
Exploration of causative mutations 
All the four genes impacting the second fermentation kinetics (PDR1, MSB2 
VMA13, PMA1) showed SNP and small INDEL (INSertion-DELetion) within SB 
and GN parental strains. These punctual genetic variations generate a ns-SNP 
for each gene (Table S2). For the MSB2 gene, the non-optimal parental strain, 
SB, showed a transition (C518528T), resulting in S529F amino acid substitution 
in the extracellular protein part. The S529F allele is a rare allele (singleton 
mutation) that was not found in the GN parent or in any other of the 96 strains 
analyzed. This substitution could have an effect on protein function according to 
the Provean analysis (a tool predicting the functional impact of any amino acid 
substitution based on amino acid conservation). For the VMA13 gene, we 
found, again, a unique transition (A644194G) leading to the D120G substitution 
on the strain GN. In such case, this mutation represents the positive allele, and 
was not found in the remaining 97 strains analyzed (including SB).  
For the essential gene PMA1, encoding for the membrane ATPase proton 
pump, drastic genetic variations were found between parental strains. Indeed, 
nine ns-SNPs were identified between SB and GN (Figure 5A). When compared 
to the reference genome, eight of these nine substitutions were displayed by 
the parental strain SB, carrying the positive allele. Interestingly, three of them 
(H54Q, L176M, L290V) have not been found in any of the other sequenced 
strains. Each of the four other substitutions (D200E, Q283R, KQ431IE and 
E875Q) is shared by a small subset of strains, including the sparkling wine 
strain EC1118 (substitution frequencies of 0.02, 0.03, 0.06 and 0.02, 
respectively). Strikingly, five of the SB alleles provoke a change of residue 
charge (H54Q, Q283R, KQ431IE, D718N and E875Q) respective to the GN 
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(and the reference) protein that may affect the transporter proton affinity. Two of 
them (D200E, E875Q) were predicted to affect the protein function by Provean 
and/or SITF algorithm (File S1). The D200E substitution occurs in a very 
conserved region of the E1-E2 ATPAse domain (Pfam 00122). Although 
aspartic and glutamine residues are functionally similar, only 3 proteins showing 
this substitution are found over 552 proteins belonging to a long range of 
organisms (psy blast alignement on uniprot database) (Figure 5B). The E875Q 
substitution occurs in the membrane segment M8, and was predicted to modify 
the Pma1p structure of SB protein using phyre2 tools (Figure 5C).  
The impact of PDR1 polymorphisms is more complex to decipher. Pdr1p 
parental sequences showed an INDEL of five asparagines occurring in a N-rich 
region highly variable within the 97 strains compared. In addition, three single 
amino acid polymorphisms were found. The substitutions L955S is common to 
GN and 2 others strains, while H438Y and F571L are unique to SB, the positive 
parental strain. These last two polymorphisms are located in a fungal 
transcription factor domain (Pfam 04082) and the substitution F571L was 
predicted to affect the Pdr1p transcriptional activity. 
 
GxE interactions, the effect of the base wine pH 
The role of two genes encoding for ATPase protein complexes involved in pH 
homeostasis (PMA1 and VMA13) was validated. Given the increased ethanol 
toxicity at low pH values (Alexandre and Charpentier 1998), commonly featured 
in base wines, this environmental factor represents one of the major constrains 
for successful second fermentation (completion/progress). Consequently, 
minimal variations of pH in base wine may have important consequences on 
yeast physiology. The pH of base wine was modified (2.8, 3.0, and 3.3) and the 
phenotypic response of hemizygotes hybrids for PMA1 and VMA13 genes was 
tested for all the kinetics parameters investigated in this study (Table 5). For 
PMA1 gene, the beneficial effect of the SB allele increased at low pH (Figure 6). 
At pH=2.8, this gene affected all the kinetics parameters, while at pH=3.3 
positive impact of this allele was detected only for the first fermentation part 
(rate, t0.5). The gene VMA13 exhibited a more complex interaction with the 
base wine pH (Figure 6). At pH=2.8, the SB allele was the most beneficial and 
had a significantly positive contribution on the first part of the fermentation (rate, 
t0.5, t2) (Table 5). In contrast, for the last part of the second fermentation (t5 
and Pmax) the GN allele has a positive effect. Altogether, pH variations indicate 
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that both SB and GN alleles have beneficial effects for different kinetics 
parameters. At lower pH, the SB alleles of PMA1 and VMA13 promoted a faster 
fermentation start. At higher pH, the GN allele of VMA13 had also a positive 
effect, accelerating the last part of the fermentation. Assuming the fact both 
PMA1SB and VMA13GN are mostly dominant (Figure 3), this switching effect 
might result in a higher robustness of heterozygous individual to pH variations.  
 
DISCUSSION 
Identification of natural genetic variations involved in pH 
homeostasis and stress response. 
Deciphering the genetic mechanisms controlling natural trait variation is one of 
the major frontiers in genetics. Saccharomyces cerevisiae is a promising 
organism for bridging the phenotype-genotype gap (Liti and Louis 2012). In 
fundamental science, quantitative genetics allows such genetic paradigms as 
missing heritability (Bloom 2013) or epigenetic-control inheritance (Nagarajan 
2010, Filleton et al 2015) to come to the fore. In a more applied field, QTL 
mapping is very useful to understand the natural genetic variations modulating 
the performance of industrial strains in specific contexts. For enological traits, 
this strategy has been prolific in several aspects, including undesirable 
compound production (Salinas et al. 2012; Gutiérrez et al. 2013; Jara et al. 
2014). Moreover, QTL-mapping identifies natural genetic variations that can 
subsequently be used in molecular breeding approaches (Marullo, Yvert, et al. 
2007; Dufour et al. 2013). Identifying those variations can be useful in improving 
the current understanding of cellular and biochemical mechanisms. In the 
current study, the genetic basis of oenological traits pertaining to the second 
fermentation was analyzed. The parental strains used were derived from 
industrial wine starters and showed strong differences in enological traits 
(Marullo et al. 2006; Marullo, Aigle, et al. 2007; Zimmer et al. 2014) including 
their kinetics during the second fermentation (Martí-Raga, 2015). We identified 
four genes (PMA1, PDR1, MSB2, VMA13), whose allelic variation affects 
second fermentation kinetics. Their functions are mainly in relation with cellular 
homeostasis. Firstly, PMA1 is an essential gene that encodes for the principal 
membrane ATPase, the main agent regulating the intracellular pH. Different 
studies with Pma1p mutants showed that punctual mutations resulted in an 
inability of strains to grow at low pH or in the presence of weak acids, 
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suggesting a reduced ability to extrude protons from the cell (recently reviewed 
by Orij, Brul and Smits 2011). The allelic variation within PMA1 may cause a 
reduction its enzymatic activity. Considering the low pH found in base wine, this 
weak enzymatic activity may affect both the intracellular pH and the 
fermentative efficiency of yeast. The sequence analysis of this proton 
transporter reveals 9 amino-acid substitutions within the parental strains. Two of 
them (D200E and E875Q) are predicted to affect the Pma1p function and are 
specifically found within another industrial genetic background (EC1118) 
belonging to the Champagne cluster (Novo et al 2009). Interestingly, we 
validated a second proton pump gene, VMA13, that encodes for the V1-subunit 
of the Vacuolar ATPase (V-ATPase), harbouring the sites for ATP hydrolysis. 
The V-ATPase is involved in the control of both vacuolar and cytosolic pH by 
pumping protons from the vacuole to the cytosol (Orij, Brul, and Smits 2011) 
and its activity has an impact on Pma1p expression and localization (Martínez-
Muñoz and Kane 2008). In an oenological context, VMA13 has been identified 
as one of the 93 essential genes needed to maintain the complete fermentation 
(Walker et al. 2014). Furthermore, this protein has been associated with ethanol 
resistance, thus strains lacking VMA13 are more sensitive to ethanol (Fujita et 
al. 2006; Teixeira et al. 2009). In this study, VMA13 showed one unique, rare 
allelic variation (D120G) that could explain the phenotypic discrepancy 
observed within the parental strains. The V-ATPase works in parallel with the 
HOG (High Osmolarity Glycerol) pathway in order to adapt yeast cells to 
osmotic stress (S. C. Li et al. 2012). The third gene identified, MSB2, is a 
mucine family member acting as an osmosensor in the Sho1p- mediated HOG 
pathway. This transmembrane sensor plays, therefore, a central role in 
adapting yeast cells to osmolarity changes (Hohmann 2009). Furthermore, the 
HOG pathway plays a role in yeast adaptation to other stress sources, such as 
cold and acidic environments, that are particularly prevalent in second 
fermentation (Hayashi and Maeda 2006; Mollapour and Piper 2007).  
The last gene impacting the second fermentation kinetics, is PDR1. This gene 
encodes a transcription factor controlling the expression of several plasma 
membrane transporters belongs to the super-family of ATP-binding cassettes 
(ABC), including Pdr5p, Yor1p, and Pdr10p. These pleiotropic drug-response 
proteins (Balzi et al. 1987) detoxify the yeast cell and transport several 
compounds, including phospholipids, peptides and sterols. Hence, they are 
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thought to be implicated in controlling the membrane lipid homeostasis, the 
regulation of the membrane permeability and the phospholipid bilayer 
distribution (Wilcox et al. 2002; Y. Li and Prinz 2004; Jungwirth and Kuchler 
2006). The maintenance of membrane composition and fluidity is of special 
relevance during the alcoholic fermentation, due to its impact on yeast 
fermentative performance and viability (Torija et al. 2003; Beltran et al. 2008).  
The fermentation performances of sake yeast are modulated by the expression 
level of PDR1 and its paralog PDR3 and/or by mutations affecting the ABC 
transporters they regulate (Mizoguchi et al. 2002; Watanabe, Mizoguchi, and 
Nishimura 2000). Consequently, changes in the PDR1 sequences could result 
in higher/lower transcription factor activity affecting the cell homeostasis, 
thereby modulating the viability and fermentative capacity of yeast.  
We identified four genes that play a key role in various stress response, 
including pH and lipid homeostasis, ethanol and low temperature resistance 
and osmotic pressure. These stressful conditions are found during the second 
fermentation, and may have promoted the emergence of adapted alleles for 
these specific pathways. Except for MSB2, all the genes showing positive 
allele(s) are found with a low frequency in the yeast population (less than 6%). 
This suggests that many other possible adaptative mutations were possibly 
selected, but these still need to be identified.  
 
Resolution at the molecular level of a novel case of heterosis  
Recent studies on yeast aimed at deciphering the hybridization effect on a vast 
range of phenotypic traits, conclude that inter- and intraspecific hybridization 
can result in heterosis (Plech, de Visser, and Korona 2013; da Silva et al. 2015; 
Zörgö et al. 2012; Shapira et al. 2014). In this genetic mapping study, we 
detected and characterized at the gene level the heterosis effect observed for 
fermentation traits. Quantitative genetics studies show that heterosis may be 
attributable to dominance (Xiao et al. 1995; Cockerham and Zeng 1996), 
overdominance (Stuber et al. 1992; Li et al. 2001), pseudo-overdominance 
(Crow 1998; Lippman and Zamir 2007), and/or epistasis (Schnell and 
Cockerham 1992; Z.-K. Li et al. 2001). The present study sheds light on new 
examples of dominance and pseudo-overdominance. For the three mapped 
QTLs, the positive alleles were apparently given by strain GN (QTL1 and QTL3) 
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and by strain SB (QTL2) (Figure 2B). QTL1 and QTL2 were related to the first 
part of the fermentation, while QTL3 impacted the total time needed to finish 
fermentation. The combination of one positive copy of each QTL in the hybrid 
explains the hybrid vigor observed. As the three QTLs are not genetically 
linked, a large portion of the F1 haploid population presents transgressive 
values with respect to the parental strains. In addition to this basic dominance 
effect, a particular pseudo overdominance effect was found for the QTL2 
identified. This locus impacts the traits rate and t2, which represents the middle 
fermentation. Reciprocal hemizygosity analysis showed that the genetic 
determinism of t2 was positively enhanced by three alleles PMA1SB, PDR1SB 
and MSB2GN. The heterosis observed in the hybrid strain constitutes a second 
example of pseudo-overdominance heterosis described in S. cerevisiae. Those 
particular loci can be revealed when the distinct populations (that have been 
evolved separately for a long period) interbreed (Liti et Louis, 2012). The strong 
physical linkage of these 3 genes, and the fact that positive alleles are quite 
rare strongly limit the chance of finding this optimal allele set in a natural isolate. 
As the parental strains GN and SB are derived from wine isolates genetically 
divergent (Richards et al. 2009) their hybridization promoted the association of 
positive alleles that have been generated by different selection events. This 
situation may explain why heterosis is prevalent among domesticated 
population (Plech et al. 2013). The SNP markers of PMA1, PDR1 and MSB2 
showed a Mendelian segregation for the 117 genotyped progenies (Chi2 test 
>0.05); however, an unexpected misbalance inheritance for two specific 
haplotypes was found. Indeed, pattern SSG, which conferred the best 
phenotype, was found 12 times more than reciprocal pattern GGS. Although the 
spore clones used in this study were obtained by tetrad microdissection in a 
non-selective medium (YPD), this GGS pattern might be counter-selected as a 
result of genetic interactions, as previously reported (Jing et al. 2015). The 
presence of CEN7 between PMA1 and MSB2 might influence this phenomenon 
by chromosome interference and/or gene conversion. 
 
Alleles x pH interactions suggest that heterozygosity promotes a strong 
phenotypic robustness  
As two of the validated genes, PMA1 and VMA13, are ATPases involved in 
intracellular pH homeostasis, the effect pH of base wine was investigated. 
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Although relatively small (+/- 0.5 pH units), the range of pH explored has an 
important physiological impact in the oenological context, affecting the 
completion of second fermentation. Depending on the pH, the allelic variations 
of PMA1 and VMA13 modulated the fermentation kinetics in a complex way. 
For PMA1, the SB allele had a positive effect in low pH conditions whereas, for 
VMA13, the positive allele changed in relation to the pH. The SB allele 
conferred better fitness at pH=2.8, but in mild conditions (intermediate and 
higher pH) the GN allele was the beneficial one. The combination of both 
genotypes PMA1SB and VMA13GN in the hybrid BN could result in a better 
adaptation to a larger range of pH (between 2.5 and 4.5 in grape juice) 
suggesting that hybridization may confer phenotypic robustness. This 
observation is in accordance with a recent study, showing that intra- and 
interspecific hybridization generate a global phenotypic homeostasis in a 
winemaking context (da Silva et al. 2015). 
 
CONCLUSION 
In the present study we applied a QTL mapping approach for deciphering the 
genetic determinism of a complex industrial trait of economical interest. Thanks 
to the high quality of the genetic map generated, we found the impact of 4 
genes to have a key function for cellular homeostasis. Interestingly the allele 
combination of favourable alleles generates a strong heterosis effect in the 
hybrid due to dominance and pseudo overdominance effects. Finally we 
observed that the heterozygous status of the hybrid for PMA1 and VMA13 
provide more phenotypic robustness due to genetic x environment interactions 
between PMA1 and VMA13 genes with the pH of base wine. All these data 
illustrates the complexity of genetic determinism of quantitative traits and pave 
the way to improve yeast strains for fermentation applications.    
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ns-SNP: non-synonymous Single Nucleotide Polymorphisms  
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RHA: Reciprocal Hemizygous Analysis 
Pdrp: Pleiotropic drug response proteins 
HOG: High Osmolarity Glycerol 
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Strain 
Genetic 
background 
Genotype a,b,c,d,e Origin f 
Y04381 S288c 
BY4741; mat a ; his3Δ1; leu2 Δ 0; met15 Δ 0; ura3 Δ 0; 
YGL013c::kanMX4 
Euroscarf  
Y06979 S288c 
BY4741; mat a; his3Δ1; leu2 Δ 0; met15 Δ 0; ura3 Δ 0; 
YGL013c::kanMX4 
Euroscarf 
Y05455 S288c 
BY4741; mat a; his3Δ1; leu2 Δ 0; met15 Δ 0; ura3 Δ 0; 
YGL013c::kanMX4 
Euroscarf 
Y06978 S288c 
BY4741; mat a; his3Δ1; leu2 Δ 0; met15 Δ 0; ura3 Δ 0; 
YGL013c::kanMX4 
Euroscarf 
Y04644 S288c 
BY4741; mat a; his3Δ1; leu2 Δ 0; met15 Δ 0; ura3 Δ 0; 
YGL013c::kanMX4 
Euroscarf 
Y05451 S288c 
BY4741; mat a; his3Δ1; leu2 Δ 0; met15 Δ 0; ura3 Δ 0; 
YGL013c::kanMX4 
Euroscarf 
Y24376 S288c 
BY4743; mat a/ α ; his3Δ1/his3 Δ 1; leu2 Δ 0/leu2 Δ 0; lys2 Δ 
0/LYS2; MET15/met15 Δ 0; ura3 Δ 0/ura3 Δ 0; 
YGL008c::kanMX4/YGL008c 
Euroscarf 
Y24639 S288c 
BY4743; mat a/ α ; his3Δ1/his3 Δ 1; leu2 Δ 0/leu2 Δ 0; lys2 Δ 
0/LYS2; MET15/met15 Δ 0; ura3 Δ 0/ura3 Δ 0; 
YGL008c::kanMX4/YGL008c 
Euroscarf 
GN 
monosporic clone 
of VL1 
HO/HO; chr: VIII; chr: XV-t-XVI; (Marullo, Aigle, et al. 2007) 
SB 
monosporic clone 
of BO213 
HO/HO, chr:VIII, chrXV, chr:XVI (Marullo, Aigle, et al. 2007) 
hoGN GN haploid derivate of GN, ho::NATMX4, mat a  (Albertin et al. 2013) 
hoSB SB haploid derivate of SB, ho::kanMX4, mat α (Albertin et al. 2013) 
BN F1 hybrid hoSB x GN hybrid, ho::kanMx4/HO, mat a/mat  α (Marullo et al. 2006) 
HO-BN F1 hybrid SB X GN hybrid, HO/HO mat a/mat  α (Marullo, Yvert, et al. 2007) 
GΔS-PDR1 HO-BN hemizygote hybrid YGL013GN::kanMX4/YGL013SB this study 
SΔG-PDR1 HO-BN hemizygote hybrid YGL013GN/YGL013SB::kanMX4 this study 
GΔS-GSC2 HO-BN hemizygote hybrid YGR032GN::kanMX4/YGR032SB this study 
SΔG-GSC2 HO-BN hemizygote hybrid YGR032GN/YGR032SB::kanMX4 this study 
GΔS-VMA13 HO-BN hemizygote hybrid YPR036GN::kanMX4/YPR036SB this study 
SΔG-VMA13 HO-BN hemizygote hybrid YPR036GN/YPR036SB::kanMX4 this study 
GΔS-MSP1 HO-BN hemizygote hybrid YGR028GN::kanMX4/YGR028SB this study 
SΔG-MSP1 HO-BN hemizygote hybrid YPR028GN/YPR028SB::kanMX4 this study 
GΔS-MSB2 HO-BN hemizygote hybrid YGR014GN::kanMX4/YGR014SB this study 
SΔG-MSB2 HO-BN hemizygote hybrid YGR014GN/YGR014SB::kanMX4 this study 
GΔS-SRO7 HO-BN hemizygote hybrid YPR032GN::kanMX4/YPR032SB this study 
SΔG-SRO7 HO-BN hemizygote hybrid YPR032GN/YPR032SB::kanMX4 this study 
GΔS-PMA1 HO-BN hemizygote hybrid YGL008GN::kanMX4/YGL008SB this study 
SΔG-PMA1 HO-BN hemizygote hybrid YGL008GN/YGL008SB::kanMX4 this study 
GΔS-SEC9 HO-BN hemizygote hybrid YGR009GN::kanMX4/YGR009SB this study 
SΔG-SEC9 HO-BN hemizygote hybrid YGR009GN/YGR009SB::kanMX4 this study 
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Table 1. Yeast strains used in the study. 
a mat a or mat α refers to the mating type of the haploid line 
b his3Δ1; leu2Δ0; met15Δ0; ura3Δ0 refers to auxotrophic markers 
c  ho and HO refers to the hetero/homothalism status of the strains 
d chr: XV-t-XVI refers to the translocated form of the chromosome XVI described in Zimmer et al. 2016 
e NATMX4 and kanMx4 refers to the antibiotic cassettes used for gene disruption 
f Euroscarf collection web site: http://www.euroscarf.de 
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Table 2. Phenotypic characterization the parental strains, their hybrid (HO-BN) 
and the segregants. 
 
 
Pmax 
(bars) 
Rate 
(bar/day) 
t0.5 (days) t2 (days) t5 (days) 
GN 5.33 0.53 4.00 8.60 26.00 
SB 5.53 0.73 4.00 7.10 15.00 
hoGN 5.50 0.61 5.00 9.00 28.00 
hoSB 5.57 0.92 5.00 7.00 13.00 
Significance a 
(GN vs SB) 
 **  ** *** 
HO-BN 5.37 1.30 3.00 5.00 13.00 
d/m -0.011 1,06 -0,25 -0,36 -0,36 
Heritability (%) 90.66 91.72 61.42 90.25 97.85 
Transgression (%) 29.91 58.12 32.48 38.46 18.80 
 
a The levels of significance are indicated as follows: *** , pvalue ≤0.001; ** pvalue ≤0.01 
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Table 3. Phenotypic variance explained by each QTL detected.  
 
 
 
a The levels of significance are indicated as follows: ***, pvalue≤0.001; ** pvalue ≤0.01; * pvalue 
≤0.05; . pvalue: ≤0.1. 
Trait a 
QTL1 
(chr IV) 
QTL2 
(chr 
VII) 
QTL3 
(chr XVI) 
QTL1*QTL2 QTL2*QTL3 
QTL1*QTL
3 
Cumulated 
rate 
* ** 
 
* 
  34.16% 
2.79% 23.60% 
 
7.76% 
  
t2 
. ** * 
   37.73% 
7.80% 15.85% 14.07% 
   
t5   
*** 
 
*** 
 63.60% 
  
49.04% 
 
14.56% 
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Table 4. C
andidate genes selected based on their position, function and the presence of non synonym
ous S
N
P
 in the parental 
strain sequences 
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ES IN
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E SEQ
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EN
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E 
Q
TL 
G
SC
2 
C
atalytic subunit of 1,3-beta-glucan synthase, involved in form
ation of the inner 
layer of the spore w
all. 
SB
: S
124P
, R
1536M
, 
I1502M
, L1650F. G
N
: 
R
382C
 
Q
TL2 
M
SP1 
M
itochondrial protein involved in sorting of proteins in the m
itochondria; putative 
m
em
brane-spanning A
TP
ase 
SB
: P
38S
, T284I 
Q
TL2 
M
SB
2 
M
ucin fam
ily m
em
ber involved in various signaling pathw
ays 
SB
: S
529F 
Q
TL2 
PD
R
1 
Zinc cluster protein that is a m
aster regulator involved in recruiting other zinc 
cluster proteins to pleiotropic drug response elem
ents (P
D
R
E
s) to fine tune the 
regulation of m
ultidrug resistance genes 
SB
: H
438Y
, F570 , N
1117K 
. G
N
: L955S
 , K
1020N
. 
Q
TL2 
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A
1 
P
lasm
a m
em
brane H
+-A
TP
ase, pum
ps protons out of the cell; m
ajor regulator of 
cytoplasm
ic pH
 and plasm
a m
em
brane potential 
 SB
: H
54Q
,  L176M
, 
D
200E
, Q
283R
, V
289L,  
K
Q
431IE
, D
718N
,  E
875Q
. 
G
N
: P
74L 
Q
TL2 
SEC
9  
t-S
N
A
R
E
 
protein 
im
portant 
for 
fusion 
of 
secretory 
vesicles 
w
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plasm
a 
m
em
brane 
SB
: Q
W
378X
X
, N
A
363D
S
, 
E
V
D
H
S
366(370)S
S
N
X
G
, 
deletion: 379-
387(W
FM
D
E
Q
Q
Q
Q
), 
L465V
.  
Q
TL2 
SR
O
7 
E
ffector of R
ab G
TP
ase S
ec4p; form
s a com
plex w
ith S
ec4p and t-S
N
A
R
E
 S
ec9p; 
involved in exocytosis and docking and fusion of post-G
olgi vesicles w
ith plasm
a 
m
em
brane 
SB
: I81L, G
432A
 
Q
TL3 
VM
A
13 
S
ubunit H
 of the V
1 peripheral m
em
brane dom
ain of V
-A
TP
ase; part of the 
electrogenic proton pum
p found throughout the endom
em
brane system
; serves as 
an activator or a structural stabilizer of the V
-A
TP
ase. 
G
N
: D
120G
 
Q
TL3 
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Table 5. Values of each kinetic parameter, plus their standard error, in every pH 
condition studied for both hemizygotes (PMA1 and VMA13).  
 
 
a The level of significance is indicated as follows: *** , pvalue≤0.001; ** pvalue ≤0.01; * pvalue ≤0.05. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	
gene pH trait GN/ΔSB ΔGN/SB Significance a 
PMA1 
2.8 
Pmax 5.49 ± 0.03 5.82 ± 0.06 ** 
rate 0.54 ± 0.04 0.91 ± 0.13 * 
t0.5 2.56 ± 0.08 2.23 ± 0.03 * 
t2 7.46 ± 0.07 5.6 ± 0.06 *** 
t5 27.13 ± 2.14 17.5 ± 0.72 * 
3 
Pmax 5.74 ± 0.04 5.88 ± 0.03  rate 0.69 ± 0.07 1.27 ± 0.18 * 
t0.5 2.46 ± 0.03 2 ± 0.08 * 
t2 5.8 ± 0.15 4.6 ± 0.16 * 
t5 15.53 ± 0.63 14.6 ± 0.41  
3.3 
Pmax 5.64 ± 0.09 5.73 ± 0.04  rate 1.15 ± 0.06 1.5 ± 0.01 ** 
t0.5 2.33 ± 0.06 1.86 ± 0.03 ** 
t2 5.1 ± 0.2 4.6 ± 0.01  t5 17.03 ± 1.98 14.6 ± 0.05  
VMA13 
2.8 
Pmax 5.49 ± 0.02 5.42 ± 0.08  rate 0.51 ± 0.05 0.84 ± 0.03 ** 
t0.5 2.66 ± 0.03 2.53 ± 0.03 ** 
t2 6.1 ± 0.15 5.3 ± 0.03 ** 
t5 14.9 ± 0.40 16.1 ± 0.82  
3 
Pmax 5.78 ± 0.02 5.53 ± 0.05 ** 
rate 0.92 ± 0.10 1.13 ± 0.05  t0.5 2.36 ± 0.07 2.23 ± 0.08  t2 5 ± 0.15 4.76 ± 0.14  t5 12.7 ± 0.46 15.4 ± 0.50 ** 
3.3 
Pmax 5.74 ± 0.03 5.50 ± 0.05 * 
rate 1.15 ± 0.17 1.36 ± 0.06  t0.5 2.06 ± 0.09 2 ± 0.05  t2 4.57 ± 0.14 4.43 ± 0.14  t5 13.46 ± 0.67 15.73 ± 0.67 * 
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FIGURE CAPTION 
 
Figure 1. (A) Second fermentation time course for all the strains used, in orange the parental strain 
hoGN, in red the parental strain hoSB, in purple their hybrid BN, in green the 117 segregants. (B) 
Fermentative rate phenotypic distribution among the segregating population. If possible try to make 
the parental dots entire 
 
Figure 2. (A) Linkage analysis results. In purple for the fermentative rate, in green for the t2 and in 
orange for t5. (B) Segregants phenotypic distribution depending on their genotype at the loci of the 
mapped QTL. 
 
Figure 3. Results of the RHA analysis for the fermentative rate (A), t2 (B) and t5 (C). The represented 
value is the mean of three different biological triplicates; the standard error is represented in error 
bars. An ANOVA was applied to assess the significance of the phenotypic difference between 
hemizygotes. The level of significance between hemizygotes is indicated as follows: * pvalue≤0.05; ** 
pvalue≤0.01; *** pvalues≤0.001. 
 
Figure 4. Localization of the genes PDR1, PMA1 and MSB2 in the Chromosome VII, the allele 
indicated is the favourable one. Phenotypic distribution of the segregants grouped according to their 
genotype at those three genes. Different letters indicate significant differences between groups 
(significance level, α=0.05). 
 
Figure 5. (A) Non-synonymous sequence polymorphisms (ns-SNP) found within GN and SB on PMA1 
gene. Each orange star represents one ns-SNP, the predicted cytoplasmic and trans membrane 
region as well as the domains were obtain from the Pfam web site (Embl-Ebi). A protein sequence 
alignment allows the detection of 9 ns-SNP that will be compared to the sequence of 97 S cerevisiae 
strains (File S6). (B) The D200E variation found in the strain SB was located in a very conserved 
region within 144 transmembrane transporters. (C) The E875Q allele (SB) impacts the orientation of 
the 5th transmembrane domain of the protein (3D model carried out with phyre2 tools) 
 
Figure 6. Kinetic curves of the hemizygotes for PMA1 and VMA13, and the diploid hybrid strain BN 
obtained when fermenting base wine at different pH: 2.8, 3.0 and 3.3. The kinetic curve is the mean 
between triplicates and the shadow around the line represents the standard error.   
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SUPPLEMENTARY FILE LEGEND 
Figure S1 Genetic map used 
Each red thick represents the position of one of the 1071 biallelic markers used for 
the QTL mapping.  
 
Table S1 Genetic and phenotypic data used for the 117 progeny clones of 
hoBN. 
 
Table S2 List of non-synonymous SNP found between SB and GN for the genes 
MSB2, PDR1, PMA1 and VMA13.  
The deleterious our neutral effect of each amino acid change was tested by using 
both Provean and SIFT algorithms (see methods) 
 
File S1 R-scripts used 
 
File S2 Supplementary methods  
 
File S3 List of 97 Msb2p protein sequences  
 
File S4 List of 97 Pma1p protein sequences 
 
File S5 List of 97 Vma13p protein sequences 
 
File S6 List of 97 Pdr1 protein sequences 
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Fig6 
 
Titre : Étude des causes génétiques de la plasticité phénotypique par une approche de 
cartographie de QTL. Cas de la levure œnologique Saccharomyces cerevisiae 
Résumé :  
La levure S. cerevisiae est la seule espèce capable de terminer la fermentation alcoolique du jus de raisin qui est l’étape principale de la 
vinification. A cause de la forte variabilité technologique retrouvée chez cette espèce, des travaux de sélection sont réalisés dans le but 
d’utiliser des levains performants pour l’industrie. Ces souches montrent des différences importantes à la fois dans leurs cinétiques 
fermentaires et leur bilans en métabolites, ce qui impacte la qualité des vins. La réponse phénotypique des levures varie également de 
manière considérable et non homogène face aux variations environnementales. La compréhension des mécanismes génétiques expliquant 
cette réponse différenciée est une question scientifique non triviale. Elle revêt une importance particulière en œnologie, où les conditions 
de vinifications sont très changeantes (millésimes, cépages, terroirs, conduites de vinifications…). Afin de pouvoir proposer des levains 
garantissant le succès des fermentations dans un large éventail de conditions, nous proposons ici de mieux comprendre ces mécanismes 
d’interaction Génetique x Environnement dans un contexte œnologique. L’identification de locus génétiques (Quantitative Trait Loci (QTL)) 
contrôlant des caractères quantitatifs est rendue possible par des approches de cartographie de QTLs. Celles-ci nécessitent l’étude d’une 
vaste descendance en ségrégation qui doit être caractérisée sur le plan génétique et phénotypique. L’établissement d’un lien statistique 
entre des marqueurs génétiques et un phénotype permet la localisation de QTLs influant les caractères phénotypés. Au cours de cette thèse 
une méthode de phénotypage pour suivre les fermentations de plusieurs centaines d’individus a été mise au point. Grâce à elle, deux 
descendances génotypées par séquencage à haut débit ont été phénotypées en faisant varier les conditions de fermentations. Cela a permis 
l’identification de nombreux QTLs et d’estimer leur impact sur la robustesse des souches. L’implication des allèles de trois gènes qui montrent 
une forte interaction avec l’environnement et qui possèdent des effets pléiotropiques liés au métabolisme du SO2 a été prouvée 
moléculairement. Les résultats obtenus font l’objet d’une discussion générale sur l’utilisation de QTLs pour la sélection de levures plus 
performantes. 
 
Title : Genetic basis of phenotypic plasticity by a QTL mapping approach. Case of the 
wine yeast Saccharomyces cerevisiae 
Abstract : 
The yeast S. cerevisiae is the only species able to complete the alcoholic fermentation of grape must which is the main step of the wine-
making process. Because of the high technological variability found in this species, selection work is carried out with the aim of using efficient 
yeasts for the industry. These strains show important differences both in their fermentation kinetics and their metabolite yield which affects 
the wines quality. In addition to these important phenotypic variations, the phenotypic response of yeasts varies considerably and not 
homogeneously against environmental variations. Understanding the genetic mechanisms that explain these differentiated responses to 
environmental variations is a non-trivial scientific question. This is of particular importance in oenology, where the vinification conditions are 
higly variable (vintages, grape variety, terroirs, oenological practices...). In order to obtain yeasts ensuring the success of the fermentations 
under a wide range of conditions, we propose here to better understand these mechanisms of interaction Gene x Environment in an 
oenological context. The identification of genetic locus (Quantitative Trait Loci (QTL)) controlling quantitative characters is made possible by 
QTL mapping approaches. These approaches require the study of a large progeny in segregation that must be characterized genetically and 
phenotypically. The establishment of a statistical link between genotype and phenotype allows the localization of QTLs that have an impact 
on phenotyped characters. During this thesis a phenotyping method that allows us to follow the fermentations of several hundred individuals 
has been developed. Thanks to it, two progenies genotyped by whole genome sequencing have been phenotyped in different environmental 
conditions. This lead to the identification of many QTLs and to the estimation of their impact in strain robustness. The implication of the 
alleles of 3 genes showing a strong interaction with environment and pleiotropic effects linked to the SO2 metabolism has been proved 
molecularly. The results achieved are discussed in the context of QTL exploitation for the selection of more efficient yeast. 
 
